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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os pardmetros hematolégicos, hormonais
(cortisol), enzimaticos e comportamentais de zebrafish que receberam administragdo de
melatonina e foram submetidos ao estresse agudo e cronico. 240 zebrafish wild-type foram
divididos em cinco grupos: controle naive (N), controle negativo (C-), controle positivo
tratado com diazepam (C+), tratamento com melatonina na dose 1 (Melt. 1) e tratamento com
melatonina na dose 2 (Melt. 2). A exposi¢do aos tratamentos nos grupos C+ (0,16mg/l de
diazepam), Melt. 1 (6800 nM) e Melt. 2 (13600 nM) foi realizada previamente aos protocolos
de estresse. O estresse agudo foi desencadeado através da perseguicdo com a rede por 5
minutos seguida pela exposi¢do ao ar por 1 minuto, e no estresse cronico foram conduzidas
diferentes fontes estressoras em diferentes horarios ao longo de oito dias. Foram
contabilizadas as células de defesa sanguinea, quantificada a atividade enzimatica e
mensurados os niveis de cortisol corporal, bem como o estresse oxidativo (substincias
reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS, espécies reativas de oxigénio — ROS, e atividade
antioxidante — SOD e CAT). Todos os animais foram submetidos ao teste de campo aberto. A
melatonina foi capaz de modular os efeitos do estresse agudo em zebrafish promovendo
linfocitose, inibindo o aumento dos niveis de cortisol, reduzindo os parametros locomotores
em geral, induzindo um estado de sono, reduzindo a peroxidagdo lipidica e estimulando a
atividade enzimatica antioxidante. No estresse cronico, a exposi¢do ao diazepam promoveu
efeitos em animais estressados associados ao perfil hematolégico (trombocitopenia), a
redu¢do dos niveis de TBARS e ao aumento da atividade da SOD. A exposi¢do cronica a
melatonina nas duas concentragdes reduziu os niveis de TBARS e promoveu aumento no
estado de atividade e atividade locomotora.

Palavras-chave: Peixe. Indolamina. Comportamento. Ansiedade. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate hematological, hormonal (cortisol),
enzymatic, and behavioral parameters of zebrafish subjected to melatonin administration
followed by acute or chronic stress. Wild type zebrafish were divided into five groups: naive
control (N), negative control (C-), positive control treated with diazepam (C+), melatonin
treatment dose 1 (Melt. 1), and melatonin treatment dose 2 (Melt. 2). Exposure to treatments
in groups C+ (0.16 mg/L. diazepam), Melt. 1 (6800 nM) and Melt. 2 (13600 nM) was
performed prior to stress protocols. Acute stress was unleashed by the chase with a net for 5
minutes followed by exposure to the air for 1 minute, and the chronic protocol was performed
in which different stress sources were carried at different times during 8 days. Blood cells
were counted, enzyme activity were quantified and body cortisol levels were measured, as
well as oxidative stress parameters (substances reactive to thiobarbituric acid — TBARS,
reactive oxygen species — ROS, and antioxidant activity — SOD and CAT). For behavioral
analysis, all animals were subjected to the open field test. Melatonin was able to modulate
acute stress effects on zebrafish by promoting lymphocytosis, inhibiting the increase of
cortisol levels, reducing locomotor parameters, inducing a state of sleep, reducing lipid
peroxidation, and stimulating antioxidant enzymatic activity. In fish chronically stressed,
exposure to diazepam promoted effects associated with hematological profile
(thrombocytopenia), reduction of TBARS levels and increased SOD activity. Chronic
exposure to melatonin at both concentrations reduced TBARS levels and promoted an
increase in activity status and locomotor activity.

Keywords: Fish. Indolamine. Behavior. Anxiety. Oxidative stress.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Em peixes, estudos envolvendo modelos de estresse e suas consequéncias vem sendo
desenvolvidos ao longo do tempo (BARTON, 2002; BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; CHENG
et al., 2015; GESTO et al., 2015; LUSHCHAK, 2011; MANUEL et al., 2014; SONG et al.,
2018). Por tratar-se de uma situagdo de desequilibrio homeostatico, e principalmente por gerar
consequéncias muitas vezes irreversiveis, busca-se cada vez mais mecanismos capazes de
prevenir as circunstancias associadas ao estresse (MARCON et al., 2018a; RAMBO et al.,
2017). Associado a isso, a melatonina, um hormoénio produzido pela glandula pineal
conhecido como um importante regulador do ritmo bioldgico, tem se destacado por outros
diversos efeitos, como a reducdo do estresse oxidativo, acdo antioxidante, papel antiestresse,
inducdo da maturagdo ovocitaria e mobilizagdo de reservas de gordura (DIAS et al., 2017,
ESTEBAN et al., 2013; FALCON et al., 2010; FENG; BASS, 2014; LIMA-CABELLO et al.,
2014; MAITRA; HASAN, 2016; VIELMA et al., 2014; WALI et al., 2014), apesar de ainda
ndo estarem totalmente esclarecidos na literatura.

O zebrafish (Danio rerio), também conhecido no Brasil como peixe-zebra ou
paulistinha, é um teledsteo de agua doce originario do sudoeste da Asia, pertencente & familia
Cyprinidae. Trata-se de um peixe de pequeno porte, facilmente adaptavel para criacdo em
cativeiro por ser muito ativo, curioso e bastante pacifico, normalmente encontrado em
cardumes de 10 animais. O animal adulto (90 dias) mede cerca de 3-4 cm, e ¢ fenotipicamente
caracterizado pela alternancia de listras claras e escuras, apresentando dimorfismo sexual
marcante. As fémeas possuem alta taxa de producdo de ovos (aproximadamente 200/desova),
provenientes de fecundagdo externa, resultando em embrides translicidos com répido
desenvolvimento, o que permite acompanhar sua evolugdo com facilidade (KHAN et al.,
2017; NOWIK et al., 2015; SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015).

O estudo do genoma do zebrafish foi concluido (HOWE et al., 2013) e sua
comparacdo a um genoma de referéncia humano mostrou que 70% dos genes humanos
possuem ao menos um ortélogo de zebrafish. Além disso, destes, 84% associam-se de forma
semelhante a doengas humanas. Por essas razdes, o zebrafish mostrou-se um vertebrado
amplamente promissor para o desenvolvimento de pesquisas cientificas nas mais diversas
areas, incluindo mecanismos basicos de desenvolvimento, fisiologia, genética, toxicologia,

reproducdo, cancer, células-tronco, sindromes e doencas, imunologia e infec¢do, visdo,
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regeneragdo, comportamento, entre muitas outras.

A factivel relagdo entre o desenvolvimento de mamiferos e do zebrafish sugere
também uma conservagdo entre comportamentos, inclusive nas alteragdes do seu controle
frente a diversas situagdes, o que justifica a utilizagdo do animal e o valida como modelo para
estudos comportamentais. Nesse sentido, uma consideravel quantidade de ferramentas surge
com o objetivo de embasar as pesquisas envolvendo processos especificos do
desenvolvimento bioldgico e patologias em vertebrados.

Considerando todas as caracteristicas que contribuem para a ascensdo do zebrafish no
cendrio da pesquisa cientifica basica, bem como a necessidade de estudos envolvendo
modelos de estresse ¢ a elucidacdo dos mecanismos associados as acgdes hormonais, o
presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo geral de verificar os possiveis efeitos da
melatonina associados a varidveis bioquimicas e comportamentais em zebrafish (Danio rerio)
submetidos ao estresse agudo ou cronico. Além de contribuir para a validagdo da espécie
como modelo experimental no estresse, este estudo fornecera bases cientificas para futuras

investigacoes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Zebrafish: o modelo animal em estudo

O zebrafish (Danio rerio) ¢ um animal vertebrado aquatico de pequeno porte,
conhecido como um modelo amplamente utilizado em pesquisas nas areas biomédicas e
biologia comparativa e evolutiva, caracterizado dentro de uma grande diversidade de espécies
e mutagdes (FIGURA 1). O nome Danio deriva do bangla “dhani”, que significa “do campo
de arroz”, considerando que o zebrafish ¢ comumente encontrado em colunas de agua em

locais onde se pratica o cultivo de arroz (ARUNACHALAM et al., 2013).

Figura 1 — Diversidade dos padrdes de pigmento Danio.

io x kerri

Legenda: A-D: Caracteristicas tipicas das hibridizagcdes entre as espécies Danio e Devario; E:
Detalhes dos padrdes de pigmentos em diferentes espécies e origens mutantes.
Fonte: Adaptado de Parichy (2007).
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No Brasil, a pratica adotada pela comunidade cientifica em utilizar o zebrafish como
modelo animal nos experimentos vem refletindo na quantidade de trabalhos publicados,
principalmente a partir dos anos 1990 (GHENO et al., 2016). Devido sua alta capacidade de
absorcdao de compostos adicionados a agua, seu acelerado metabolismo e sua sensibilidade a
quimicos, o zebrafish (FIGURA 2) ¢ favoravel como modelo para estudos toxicoldgicos
(YANG et al., 2009), genéticos, teratologicos (BECKER; BECKER, 2008), farmacolégicos
(BENCAN; SLEDGE; LEVIN, 2009; EGAN et al, 2009), neurocomportamentais
(MATHUR; GUO, 2010; SISON; GERLALI, 2011) e para desvendar mecanismos de diversas
doencas humanas, além de testes para novos agentes terapéuticos (SILVEIRA; SCHNEIDER;
HAMMES, 2012).

Figura 2 — Imagens representativas dos estagios de desenvolvimento do zebrafish.

Legenda: Estdgios embriondario (A; B), larval (C) e adulto (D).
Fonte: Adaptado de Vaz; Outeiro; Ferreira (2018).

Quando comparado a outros modelos mais comumente utilizados no meio

experimental, como a drosdfila e o camundongo (FIGURA 3), o zebrafish apresenta
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vantagens, como seus embrides translicidos provenientes de fecundagdo externa, grande
capacidade reprodutiva (cerca de 200 ovos/fémea/dia), curto tempo para atingir a idade adulta
(60-90 dias) e baixo custo de manutencdo didria. Outro fator inclui a possibilidade da sua
utilizagdo como modelo para testes dos mais diversos compostos, como drogas e toxicos, em
diversos animais simultaneamente expostos diretamente na agua (KALUEFF; STEWART;
GERLALI 2014; SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015).

Ultimamente, o zebrafish vem sendo caracterizado como excelente modelo para o
estudo do desenvolvimento hematopoiético (GORE et al., 2018), neuropsicofarmacologia e
descoberta de drogas envolvendo o sistema nervoso central (KHAN et al., 2017), escoliose
idiopatica (BOSWELL; CIRUNA, 2017), investigacdo e identificacio de mecanismos
patogénicos e alvos terapéuticos em doengas raras (ADAMSON; SHERIDAN; GRIERSON,
2018), estados afetivos, como a depressao (ABREU et al., 2018), estudo de sistemas centrais
de opioides e endocanabinoides (DEMIN et al., 2018) e doengas como obesidade e diabetes
(MONTALBANO et al., 2018; ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).

Figura 2 — Complexidade dos fen6tipos comportamentais, do inicio ao fim, envolvendo os principais
animais utilizados como modelo nas pesquisas das areas biomédicas.

C.elegans ~
AN
S

Droséfila |/~ i‘

P

Larva de zebraﬁsh\ ~

Tempo

Complexidade dos fenétipos comportamentais

Fonte: Do autor (2018).
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Além da ascensdo do zebrafish no meio experimental envolvendo estudos genéticos e
da biologia do desenvolvimento, a utilizacdo dessa espécie como modelo para pesquisas na
area de neurociéncias e neurobiologia do comportamento vem se destacando ao longo dos
ultimos anos (SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015). Isso contribuiu para a compreensdo da
neuropatogénese das doencas e para a possibilidade de triagem de novos medicamentos, como
nas doencgas de Alzheimer e de Parkinson. Neste sentido, diversos estudos envolvendo os
parametros comportamentais em zebrafish, incluindo memdria e aprendizado, medo, atividade
locomotora, entre outros, vem sendo desenvolvidos. Assim, o zebrafish tem sido muito
utilizado em diversos campos especificos de pesquisa para avaliar seu repertorio
comportamental na compreensdo de muitos fendmenos, como ansiedade e respostas ao
estresse, indicando sua utilidade como uma ferramenta de pesquisa robusta e quantificavel
(DAMETTO et al., 2018; STEWART et al., 2011).

Mais recentemente, o zebrafish tem sido utilizado em pesquisas associadas a
insuficiéncia cardiaca, incluindo triagem rapida e avaliagdo da eficicia de medicamentos
preventivos e terapéuticos (ZHU et al., 2018), compreensdao de mecanismos infecciosos, como
na tuberculose ocular (TAKAKI; RAMAKRISHNAN; BASU, 2018) e na producdo de
anticorpos contra opioides, facilitando sua utilizagdo como modelo para doengas imunes
(AREVALO et al., 2018). Além disso, no entendimento das consequéncias do estresse
envolvendo efeitos comportamentais e fisiologicos (SONG et al., 2018) e da sintese de
melatonina e regulagdo através de genes no 6rgao pineal comparados a mamiferos (SAHA et

al., 2018).
2.2 O conceito de estresse em peixes

O termo estresse ¢ utilizando sempre que um organismo ¢ submetido a uma situacao
desafiadora que pode resultar em perigo para sua integridade, descrito por uma série de
eventos que representam ameaca e desencadeiam respostas fisiologicas e comportamentais
adicionais aquelas j& impostas pelo ciclo de vida do animal, objetivando reestabelecer a
homeostasia através de mecanismos de Iuta ou fuga (MCEWEN; WINGFIELD, 2003;
SCHRECK, 2010; TORT, 2011). Dependendo da magnitude e da dura¢do do estresse, todos
os niveis de organiza¢do, desde molecular e bioquimico até o populacional, podem ser

afetados.
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O estresse ¢ definido por uma resposta fisiologica do organismo, enquanto uma
variavel ambiental que causa essa resposta ¢ definida como estressor. Trata-se de uma cascata
de eventos que ocorrem quando o organismo estd tentando resistir 4 morte ou reestabelecer a
homeostasia frente a uma ameaga (SCHRECK; TORT, 2016). Os estressores podem variar de
muito breves (agudos) — por exemplo, perseguicdo com rede ou predador — até prolongados
ou permanentes (cronicos) — por exemplo, superlotagdo ou hierarquia social. No entanto, os
conceitos “agudo” e “cronico” referem-se muito mais a duragdo das consequéncias sobre a
fisiologia do animal (BOONSTRA, 2013).

A resposta ao estresse ¢ iniciada imediatamente apds a percep¢do de um estressor.
Determinadas situagdes levemente estressantes podem ter efeitos benéficos ou positivos,
enquanto situagdes mais severas e duradouras induzem respostas adaptativas e possiveis
consequéncias negativas. Existe uma variacdo consideravel em como os peixes respondem a
um estressor, fator associado ao contexto ambiental em que o peixe estd inserido e sua
condi¢do fisiologica momentanea (SCHRECK; TORT, 2016). Em situagdes de estresse
agudo, em geral, os niveis de cortisol aumentados fazem com que a atividade locomotora do
animal aumente, principalmente durante a primeira hora. Apds 48 horas, diante de uma
situacdo de estresse ja considerada cronica, a locomogdo e a agressividade normalmente
diminuem (OVERLI; KOTZIAN; WINBERG, 2002).

Inicialmente, as respostas fisioldgicas dos peixes ao estresse foram agrupadas por
Barton (2002). Primariamente, caracterizam-se pela atuagdo neuroenddcrina e consequente
liberagdo de catecolaminas, além da estimulacdo do eixo hipotadlamo-hipofise-interrenal,
culminando na libera¢do de corticosteroides. As respostas secundarias incluem alteracdes a
niveis idnicos e metabdlitos no plasma e nos tecidos, caracteristicas hematologicas e proteinas
de estresse. De acordo com Lima et al. (2006), tudo isso estd relacionado aos ajustes
fisioldgicos associados a realocacdo energética no intuito de restaurar o equilibrio, tais como
respiragdo, estado 4cido-basico, equilibrio hidromineral, funcdo imunoldgica e respostas
celulares. Ademais, também ocorrem as respostas terciarias, que se referem a aspectos como
mudangas no crescimento, alimentacdo, resisténcia a doengas, atividade locomotora e
comportamental, além da sobrevivéncia (LIMA et al., 2006).

O estresse também pode ser definido como uma sindrome geral de adaptacio,
caracterizado por respostas associadas a trés diferentes estdgios: o primeiro, chamado de
reagdo de alarme, onde ocorre a resposta inicial ao estimulo, na tentativa do animal em
compensar o distirbio através da regulagdo dos sistemas envolvidos no processo de fuga,

enfrentamento e adaptagdo; o segundo, conhecido por resisténcia, onde o peixe supera o
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estressor suficientemente a ponto de reestabelecer sua homeostasia, permitindo uma
recuperacdo compensatdria, ou inicia uma trajetoria que pode acabar levando a morte; e o
terceiro, designado exaustdo, que ¢ quando a exposicao a um estressor ultrapassa em duragao
e severidade os limites do animal, culminando, na maioria das vezes, na morte, ou, quando o
animal sobrevive, em uma situagdo patoldgica (OBA; MARIANO; SANTOS, 2009;
SCHRECK; TORT, 2016; SELYE, 1950, 1973).

Uma vez posta em movimento, a resposta ao estresse ¢ regulada por varios processos,
a medida que o peixe tenta restaurar um equilibrio homeostatico (mecanismos de feedback
negativo envolvendo fatores enddcrinos; respostas celulares através de up ou down regulation
dos receptores; efeitos hormonais e regulacdo proteica/enzimatica) (FIGURA 4). Em geral,
um estressor pode ser classificado como algo que prepara o organismo para agir, promovendo
respostas. Sua duragdo pode incluir segundos a minutos, dias, semanas e até meses. Assim, as
respostas adaptativas do animal também podem variar em termos de magnitude e duragao
(SCHRECK; TORT, 2016). Estressores potenciais para peixes incluem a alteracdo de
temperatura, fotoperiodo (luminosidade), qualidade da &gua, pH, oxigénio disponivel,
suprimento alimentar insuficiente, predacdo e exposicdo a toxinas e sons, isolamento e
perseguicio (BARTON, 2002; CHENG et al., 2015; HAN et al.,, 2016; PAVLIDIS;
THEODORIDI; TSALAFOUTA, 2015; SONG et al., 2018; TORT, 2011).

Figura 4 — Respostas primarias, secundarias e tercidrias dos peixes frente a uma situacdo de estresse.
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acidos graxos livres; Pr, proteinas; AB, anticorpos.
Fonte: Adaptado de Schreck; Tort (2016).
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Nesse sentido, os mecanismos gerais de resposta ao estresse envolvem uma cascata de

sinalizacdo desencadeada pela ativacdo de circuitos neurais no sistema nervoso central (SNC),

associados a estruturas corticais, limbicas e hipotalamicas (resposta primaria) (BARTON,

2002). Nessa resposta, o hipotdlamo ¢ o modulador central do estresse, e as catecolaminas, o

hormonio liberador de corticosteroides (CRH), o hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) e os

glicocorticoides sio mediadores neuroenddcrinos essenciais para essa ativagdo (PACAK et
al., 1998; TURNBULL; RIVIER, 1999).

Se o estresse ¢ prolongado no tempo (FIGURA 5), as vias ativadas geram alteracdes

nas fungdes metabodlicas e celulares, disturbios osmorregulatorios e alteragdes na fungdo

imunologica (resposta secundaria). Especificamente em peixes, o equilibrio dindmico ¢

constantemente ameagado por estressores intrinsecos e extrinsecos. Por exemplo, altas

densidades, habitats ndo naturais e situagdes sociais incomuns, como o manuseio frequente,

suscetiveis.

transporte, alimentacdo excessiva e qualidade da agua abaixo do ideal (temperaturas
variaveis, produtos residuais, produtos quimicos e poluentes ambientais) podem gerar uma

sobrecarga alostdtica que afeta o comportamento normal e a fisiologia em individuos

Figura 5 — Os estressores percebidos agem no sistema nervoso central dos peixes causando respostas
cronicas).
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Todos os estressores podem desencadear um estresse cronico nesses individuos e
podem causar um estado de anorexia, alteragdes nos padrdes locomotores e aumentos nos
niveis de cortisol no plasma e nos niveis de serotonina no cérebro (SORENSEN et al., 2011,
2012). Estas respostas podem desencadear um atraso no crescimento € uma consequente
redu¢do no tamanho do peixe, o que acabaria por levar a um menor teor de proteina. Essas

mudangas tardias no animal inteiro sdo conhecidas como resposta terciaria.
2.2.1 Eustress versus Distress e a adaptacao fisiologica

A titulo de reconhecimento da resposta dos peixes de forma adequada frente a varios
estressores e duragdes € necessario descrever os conceitos de “eustress” e “distress”. Apos
uma quebra inicial do estado de homeostase, podem ser geradas respostas adaptativas que
induzem processos biologicos compensatdrios (SCHRECK, 2010). No sistema imune, por
exemplo, baixos niveis de estresse resultam em niveis ligeiramente elevados de cortisol, que
tem um efeito positivo sobre a capacidade imunoldgica, aumentando a regulacdo da
leucdcitos, a imunidade inata, a funcdo das células efetoras e a imunidade mediada por
células, promovendo maior resisténcia a infecgdes e tumores. Esse nivel positivo de estresse ¢
referido como “eustress” (DHABHAR, 2008; SCHRECK, 2010). Portanto, essa resposta ao
estresse que resulta no retorno oportuno as condi¢des de pré-esfor¢o e na restauracdo dos
regulamentos homeostaticos evidencia que nem todo estresse ¢ ruim (GORISSEN; FLIK,
2016).

A medida que a gravidade de um estressor aumenta e os horménios como o cortisol
ficam um pouco mais elevados, o sistema imunoldgico oscila num estado em que os efeitos
positivos comegam a desaparecer, dando lugar aos negativos. Seguindo a gravidade do
estressor, aumenta-se a supressao de todos os fatores imunologicos, bem como a resisténcia.
Esse estado de estresse em que os efeitos sdo negativos ¢ chamado de “distress” (SCHRECK;
TORT, 2016). Nesse sentido, quando o estressor se torna cronico, o cortisol ndo restaura as
condi¢des de pré-esforco. Se a resposta endocrina ndo resultar em uma recuperacao oportuna,
a regulacdo homeostatica permanece perturbada e patologias poderdo surgir (GORISSEN;
FLIK, 2016).

Em virtude da duragdo e da magnitude do estresse, o animal responderd de forma
diferente. No geral, a adaptagdo fisiologica caracteriza-se pela soma de mecanismos que
permitem ao organismo superar o desafio colocado pelo estressor, adequando-se e

recuperando-se, podendo envolver respostas compensatorias e/ou habituagdo. Isso associa-se
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a todos os tipos de resposta fisiologica, incluindo mecanismos energéticos, respostas
imunoldgicas e estratégias de aprendizado e enfrentamento. Quando os recursos ndo sdo
suficientes para superar o estressor, ou a rea¢cdo ndo ¢ capaz de controld-lo, ocorre a chamada
ndo adaptacdo. Os peixes, como outros vertebrados, possuem varias habilidades e
mecanismos para lidar com estimulos estressores e superar suas consequéncias. Vale ressaltar
que a reacdo depende do tipo de estressor, sua intensidade e sua eventual repeticdo. No
entanto, a falta de controle e a imprevisibilidade sempre dificultardo muito as possibilidades
de enfrentamento, pois em tais condi¢des a carga alostatica aumentara (KORTE; OLIVIER;
KOOLHAAS, 2007; SCHRECK, 2010).

E essencial ressaltar que a acdo adrenérgica frente a uma situacio de estresse
caracteriza uma resposta propriamente dita, pois a adrenalina ¢ a responsavel pela liberacdo
imediata de energia no processo de luta ou fuga do animal (SELYE, 1950, 1973). Em seguida,
o cortisol assume o processo adaptativo: distribui¢do de energia e reestabelecimento das
condi¢des pré-esfor¢o, incluindo ajustes homeostaticos, como na osmorregulacio e na
alimentacdo (KOOLHAAS et al, 2011; KORTE; OLIVIER; KOOLHAAS, 2007).
Eventualmente, um equilibrio energético adequado € o que regula o estresse.

Para compreender a resposta ao estresse de um vertebrado ¢ essencial desvendar os
complexos comportamentos associados. Adequadamente, segue-se uma resposta a medida em
que memoria, aprendizado, avaliagdo e previsdo sdo suficientemente capazes de lidar com um
ambiente dindmico, requerendo estruturas cerebrais que facilitem tais comportamentos
(SCHRECK; TORT, 2016). A biologia moderna tem avangado nas pesquisas com modelos
vertebrados, principalmente o zebrafish, amplamente utilizado na compreensdo do estresse
(CORTES et al., 2018; MARCON et al., 2018b; PANCOTTO et al., 2018) devido sua

semelhancga genética e fisioldgica com seres humanos (HOWE et al., 2013).

2.2.2 As respostas primaria, secundaria e terciaria: sistema enddcrino, alteragdes

teciduais e efeitos duradouros

Um organismo que lida com desafios ambientais precisa adequar-se as condigdes
estressantes para garantir sua sobrevivéncia. Dessa forma, a complexidade do sistema
enddcrino fornece a mediagdo quimica de todo o processo através da integragdo de sinais
hipotalamicos, onde suas respostas fazem com que a distribuicdo energética seja adequada
para as reagdes de luta ou fuga (GORISSEN; FLIK, 2016). Sempre que um peixe ¢ exposto a

um agente estressor, dois eixos neuroenddcrinos sido ativados (FIGURA 6): o hipotdlamo-
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sistema nervoso simpatico-células cromafins (HSC), que resulta na liberacdo de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina); e o hipotdlamo-hipofise-interrenal (HHI), que
libera os corticosteroides (cortisol e cortisona) (OBA; MARIANO; SANTOS, 2009;
WENDELAAR BONGA, 1997).

Figura 6 — Diagrama dos principais elementos neuroenddcrinos envolvidos na integra¢do da resposta
ao estresse em teledsteos.
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Legenda: ACTH: horménio adenocorticotréfico, MSH: hormoénio melandcito estimulante; BEND: -
endorfinas.
Fonte: Adaptado de Wendelaar Bonga (1997).

As primeiras reagdes a um evento estressor baseiam-se na detec¢ao pelo organismo de
uma situagdo de risco, informagdo que ¢ enviada para o sistema nervoso central no
hipotdlamo, centro de integracdo do cérebro. Diversas vias simpaticas seguem até o tecido
cromafim no rim ceféalico, especificamente nas células cromafins (homologas da medula
suprarrenal em mamiferos). Através desse estimulo, a adrenalina e a noradrenalina
(catecolaminas) sdo liberadas na corrente sanguinea (OBA; MARIANO; SANTOS, 2009;
SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009).

A liberagdo desses hormdnios ocorre sempre que o organismo vertebrado requer um
acréscimo no transporte de oxigénio do sangue, bem como na mobiliza¢do de substratos de
energia (LIMA et al., 2006; WENDELAAR BONGA, 1997). Em situagdes de estresse, as

concentragdes de glicose sanguinea nos peixes aumentam rapidamente como mecanismo
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fisiolégico de defesa, uma vez que o organismo se prepara para uma fuga ou combate,
necessitando de uma fonte de energia de facil metabolizagdo e imediata utilizagdo. As
principais responsaveis pela hiperglicemia em teledsteos estressados sdo as catecolaminas
adrenalina e noradrenalina (BARTON; IWAMA, 1991).

Os niveis de catecolaminas podem ser elevados rapidamente (entre 1 a 3 minutos),
persistindo por algumas horas. Em peixes, a epinefrina (adrenalina) ¢ a catecolamina
predominante. Seus efeitos secundérios envolvem alteragdes, principalmente, nos sistemas
respiratorio e cardiovascular — aumento da taxa ventilatoria e da captacdo de oxigénio (O3)
pelas branquias, aumento do fluxo sanguineo branquial e da capacidade de difusdo e
transporte de O pelo sangue (WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON; IWAMA, 1991).

O estresse agudo (captura, manejo, transporte, hipoxia, mudanga brusca de
temperatura) resulta em um rapido aumento dos niveis de lactato plasmatico e muscular,
diminui¢do do pH, e da concentracdo de O, sanguineo. Portanto, essa resposta endodcrina
inicial induz diversos ajustes metabdlicos, incluindo alteragdes nos niveis plasmaticos de
glicose e eletrolitos. Nesse sentido, as catecolaminas também estimulam a glicogenolise,
induzindo a hidrolise de glicogénio no figado, traduzindo uma hiperglicemia, diminuicao da
proteina muscular e aumento dos batimentos cardiacos (SILVEIRA; LOGATO; PONTES,
2009; TAVARES-DIAS, 2009; WENDELAAR BONGA, 1997). Também existem evidéncias
do envolvimento das catecolaminas na mobilizagdo dos acidos graxos livres, fontes
importantes de energia para os peixes (LIMA et al., 2006; PICKERING; POTTINGER,
1995). Por isso, no estresse cronico, podem haver perdas de peso mas evidentes.

Os neuropeptidios sdo conhecidos como fatores liberadores de corticotrofinas (CRFs).
Seu transporte € realizado a partir do hipotadlamo para a hipofise, onde ocorre o estimulo para
que o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) seja produzido e secretado, processo mediado
pelo hormdnio melandcito estimulante (aMSH) e pela B-endorfina. Além dessa via classica,
outros mediadores podem agir, como o peptideo urotensina-1, de estrutura parecida € mesma
funcdo que o CRF no eixo HHI, que ¢ produzido pela uréfise, um sistema neuroendocrino
unico em peixes gnatostomados, possuindo papel significativo quando o peixe € exposto a
estressores osmoticos, nao estando envolvido em respostas inespecificas de estresse
(WENDELAAR BONGA, 1997). Quando o ACTH ¢ liberado na corrente sanguinea e chega
at¢ as células interrenais (homologas do cortex suprarrenal em mamiferos), também
localizadas no rim cefélico, estimula a liberagdo de corticosteroides, produzidos a partir do

colesterol (OVERLI et al., 2007).
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Na maioria dos peixes, o principal corticosteroide ¢ o cortisol, tendo seus niveis
circulantes aumentados no plasma sanguineo rapidamente apds a exposicdo a um estressor.
Por isso, o cortisol plasmatico ¢ o indicador de estresse mais largamente utilizado em peixes,
qualquer que seja o seu estagio de desenvolvimento. Valer ressaltar que grande parte do
cortisol no sangue circula ligado a proteinas transportadoras, portanto, a simples libera¢do do
hormoénio ndo significa um aumento dos seus efeitos. Além disso, o cortisol pode interagir
com diversos hormoénios, o que torna ainda mais ampla a lista de alvos de regulacdo
(MOMMSEN; VIJAYAN; MOON, 1999).

Em peixes, existe um feedback que controla a liberagao do cortisol, onde altos niveis
circulantes promovem uma retroalimentacdo negativa na produgao e liberagdo de ACTH pela
hipofise. O cortisol também pode apresentar feedback sobre o hipotdlamo e influenciar a
liberagdo dos CRFs, interagdes comandadas pelo eixo HHI (LIMA et al., 2006; OBA;
MARIANO; SANTOS, 2009; @VERLI et al., 2007).

Em peixes, os 6rgdos-alvo do cortisol sdo, prioritariamente, as branquias, o intestino e
o figado. E nesse 6rgdos que as principais atuagdes desse horménio se refletem: o balango
hidromineral e o metabolismo energético, sendo compativel as acdes da aldosterona e de
glicocorticoides (cortisol ou corticosterona) que ocorrem nos vertebrados terrestres (LIMA et
al., 2006; WENDELAAR BONGA, 1997). Por ser um esteroide lipossoluvel, o cortisol tem a
capacidade de difundir passivamente entre as células, podendo ligar-se a um receptor, sendo
ativado, metabolizado ou inativado. O cortisol liga-se ao seu receptor no citosol e o
heterocomplexo GR-ligante transloca-se até o nucleo, onde forma um homodimero e se liga
ao elemento de resposta do promotor de genes com resposta a corticoides; desta forma, pode
modular a transativacdo ou a transrepressdo de genes que codificam proteinas envolvidas no
metabolismo, reprodu¢do e funcdo imune. O papel do cortisol também envolve o controle
pela ligacdo a proteinas de membrana associadas a sinalizagdes gendmicas e ndo-gendmicas
(ALURU; VIJAYAN, 2009).

Em peixes teledsteos o cortisol apresenta fungdes mineralocorticoides (estimulagdo da
captacio ou eliminacio de ions como Na' e Cl') e glicocorticoides (metabolismo de substratos
energéticos), além de promover a diferenciacdo de células-cloreto nas branquias, envolvidas
no transporte ionico e atividade mitocondrial. Apds a elevagdo dos niveis de cortisol, a
glicemia pode aumentar, diminuir ou permanecer inalterada. Esta mesma varia¢do ocorre nos
estoques de glicogénio hepatico. O cortisol pode aumentar a glicogenolise, provendo glicose
como fonte de energia, e também pode estimular a produgdo de glicose hepatica

(gliconeogénese), além do aumento dos niveis de acidos graxos livres (lipolise).
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Portanto, a acdo glicocorticoide do cortisol em peixes ¢ mais direcionada a
gliconeogénese e a manuten¢do das reservas energéticas a longo prazo do que a mobilizagao
energética a curto prazo promovida pela glicolise. Também atua no sistema imunoldgico e na
reacdo inflamatdéria em peixes, promovendo imunossupressdo, diminuindo a producdo de
interleucinas e reduzindo a mobilizagdo de leucdcitos, inibindo a formagdo de 4cido
araquidonico e diminuindo a sintese de prostaglandinas, suprimindo a indugdo da inflamacgao.
Portanto, esse hormdnio age nas duas vias: disponibilizando combustivel para lidar com a
situacdo de estresse e restaurando as reservas para recuperagao apos o estimulo (MOMMSEN;
VIJAYAN; MOON, 1999; OBA; MARIANO; SANTOS, 2009; PICKERING; POTTINGER,
1995; WENDELAAR BONGA, 1997).

As concentragdes de cortisol no plasma variam nas diferentes espécies de peixes.
Normalmente, quando o animal ¢ exposto a um estressor agudo, os niveis de cortisol
aumentam em poucos minutos, atingem um pico, € retornam aos niveis basais em até 6-24
horas (BARTON; IWAMA, 1991; OBA; MARIANO; SANTOS, 2009; PICKERING;
POTTINGER, 1995).

Quando o estressor ¢ cronico, as concentragdes de cortisol podem permanecer
elevadas, mas normalmente ficam abaixo dos niveis méaximos (WENDELAAR BONGA,
1997). O perfil de cortisol circulante pode variar em concentragdes basais médias de acordo
com a divergéncia na especificidade dos métodos de andlise, pelas diferentes condi¢cdes de
criacdo dos peixes, por procedimentos de captura e mesmo por fatores naturais e bioldgicos
(BARTON; IWAMA, 1991).

Além disso, fatores como a temperatura da dgua, salinidade do ambiente, migracao,
estagio de maturacdo gonadal e estado nutricional podem influenciar o perfil de resposta ao
estresse associado ao pico de cortisol, nem sempre caracterizando efeitos negativos. Ademais,
a resposta do animal ao hormoénio pode ser afetada por qualquer um dos fatores que regulam
sua disponibilidade, tais como proteinas de ligagdo, receptores nos tecidos alvo, captagdo
pelos tecidos e catabolismo do hormonio. No sentido oposto, a auséncia de niveis elevados de
cortisol ndo necessariamente estd relacionada a auséncia do estresse, como nos casos de
estresse cronico envolvendo niveis mais baixos dificilmente diferenciados do repouso, porém,
com sérias implicagdes na depressdo do sistema imunologico e na resisténcia a doencas
(LIMA et al., 2006; MOMMSEN; VIJAYAN; MOON, 1999; WENDELAAR BONGA,
1997).

Portanto, quando o peixe € exposto a estressores continuamente, o nivel de cortisol

plasmatico se mantém elevado por dias ou semanas, podendo levar até mesmo a uma redugao
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em numero ou na sensibilidade dos receptores de cortisol nos tecidos, refletindo nas respostas
apresentadas frente a outros agentes estressores (JOBLING, 1994; OBA; MARIANO;
SANTOS, 2009). Dessa forma, estresse e o cortisol podem agir de forma hormética, onde um
desafio leve, mas capaz de ativar o eixo HHI, parece ser benéfico, enquanto um estresse mais
acentuado pode trazer consequéncias negativas (SCHRECK, 2010).

A resposta secundéria pode ser classificada como uma fase de resisténcia e tentativa
de adaptacdo, resultante do aumento dos niveis circulatorios de catecolaminas e cortisol.
Usualmente, ¢ definida como a canalizagdo das agdes ¢ dos efeitos imediatos desses
hormoénios em nivel sanguineo e de tecidos, incluindo o aumento dos batimentos cardiacos e
da absorcdo de oxigénio, e a mobilizacdo de substratos de energia e, ainda, a perturbag¢do do
balango hidromineral. Ocorrem diversas alteracdes, principalmente bioquimicas e
fisioldgicas.

Os principais efeitos metabolicos incluem hiperglicemia, hiperlactacemia, deplecao
das reservas glicogénicas, lipolise e inibi¢do da sintese proteica, bem como catabolismo de
proteinas musculares e alteragdes nos niveis plasmaticos de aminoécidos, acidos graxos livres
e colesterol, além da deple¢do das reservas de acido ascorbico, particularmente do tecido
interrenal (LIMA et al.,, 2006, OBA; MARIANO; SANTOS, 2009; PICKERING;
POTTINGER, 1995). Em geral, as catecolaminas causam o aumento dos niveis de glicose no
plasma pela mobilizagdo das reservas de glicogénio hepatico, enquanto os corticosteroides
mantem a hiperglicemia estimulando o catabolismo proteico e a gliconeogénese.

No estresse, disturbios osmoticos e idnicos podem ocorrer como resultado da diurese e
da perda de eletrolitos sanguineos, onde os niveis de adrenalina podem induzir o aumento da
permeabilidade do epitélio branquial a passagem da dgua. Também podem ocorrer mudangas
hematologicas, tanto nos eritrocitos quanto nos leucocitos (leucopenia). O estresse causa
hemodiluicdo ou hemoconcentragdo em muitas espécies de peixes teledsteos, alterando
valores de hematdcritos (normalmente diminuem), além de outros parametros (OBA;
MARIANO; SANTOS, 2009; SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009). Em zebrafish, por
exemplo, animais estressados agudamente apresentam leucograma com linfopenia,
monocitose e neutrofilia, enquanto aqueles estressados cronicamente apresentam linfopenia e
monocitose, sem mudancas significativas nos neutréfilos (GRZELAK et al., 2017).

Durante o periodo de recuperagdo do estresse, na tentativa do peixe de recuperar o
equilibrio osmoético e idnico, as catecolaminas influenciam grandemente o sistema
cardiovascular — alteragdes no fluxo de sangue, aumento na perfusdo branquial, alteracdo na

capacidade de transporte de oxigénio —, enquanto os corticosteroides estimulam os
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mecanismo de transporte i0nico presentes nas branquias e nos rins — disturbios osmoticos e
i06nicos levam ao decréscimo da osmolaridade em peixes de dgua doce. A exposicdo dos
peixes aos diferentes estressores ambientais pode levar ao aumento de sua susceptibilidade
aos agentes infecciosos e parasitarios (OBA; MARIANO; SANTOS, 2009; SILVEIRA;
LOGATO; PONTES, 2009; TAVARES-DIAS, 2009).

A resposta tercidria ocorre numa fase de exaustdo do organismo, quando a exposi¢do a
agentes estressores torna-se cronica. Essa resposta manifesta-se a nivel populacional, onde a
capacidade de adaptacdo do organismo ¢ excedida e ocorrem alteracdes na funcdo imune e na
resisténcia natural dos peixes a doengas e agentes infecciosos, bem como mudangas na taxa
de crescimento e reproducao.

A limitagdo da capacidade do animal de tolerar estressores subsequentes ou adicionais
também ¢ atribuida a uma manifestacdo da resposta terciaria, ja que a propria resposta de
estresse pode ser afetada por eventos anteriores. O tecido interrenal de peixes estressados ¢
menos sensivel ao ACTH do que o de peixes ndo estressados, € assim, eventos estressantes
continuos podem impedir que o animal lide com uma nova situagdo de estresse, situagdo
preocupante considerando a rotina de eventos didria (LIMA et al., 2006; MOMMSEN;
VIJAYAN; MOON, 1999; SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009).

Uma série de alteragdes patologicas podem ser induzidas pela exposi¢do cronica a
agentes estressores. Essas alteracdes incluem o insucesso reprodutivo, a diminui¢do da taxa de
crescimento € a imunossupressao. Em algumas espécies de peixes isso pode ocorrer devido a
supressdo do eixo hipotalamo-hipdfise-gonadas, resultando na redugcdo dos niveis dos
hormonios sexuais (GTH, testosterona, estradiol), causando uma falha reprodutiva, e também
na mortalidade de ovos e larvas, bem como alteragdo da resposta comportamental da progénie
(JOBLING, 1994; OBA; MARIANO; SANTOS, 2009).

Outra resposta bastante notdvel de um peixe cronicamente exposto a um estressor ¢ a
disrupcdo do comportamento alimentar, através da cessacdo da alimentacdo. Normalmente,
esse aspecto vem acompanhado pelos efeitos catabolicos das catecolaminas e dos corticoides
sobre as reservas energéticas dos tecidos corporais, reduzindo, consequentemente, o
crescimento dos animais estressados (OBA; MARIANO; SANTOS, 2009; SILVEIRA;
LOGATO; PONTES, 2009). O cortisol exerce um efeito sobre a sintese proteica, e isso pode
ser utilizado como indicador de crescimento somatico. Catecolaminas e cortisol inibem o
crescimento somatico pois também estimulam o consumo de energia, a gliconeogénese e a
lipolise. Além disso, o hormdnio do crescimento (GH) aumenta o apetite e a eficiéncia na

conversao do alimento, e sua secrecdo, dependente da hipdfise, ¢ inibida pelo cortisol em
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situacdes de estresse em peixes (SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009; WENDELAAR
BONGA, 1997).

O horménio do crescimento (GH) ¢ liberado na corrente sanguinea pela hipodfise,
sendo controlado por dois hormonios secretados pelo hipotdlamo: o hormoénio liberador do
horménio do crescimento (GHRH), que exerce fungdo estimuladora, e a somatostatina (SST),
com acdo inibidora. O GH estimula a producdo e liberacdo de IGF-1 (insulin-like growth
factor), que afeta a divisdo e a diferenciacdo celular. A insulina, produzida pelo pancreas,
possui efeitos promotores do crescimento, podendo tanto reagir com receptores de IGF-1,
quanto otimizar a produ¢do de IGF-1, através da modula¢do da afinidade dos receptores
hepaticos do GH. Os hormoénios tireoidianos, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) estdo
envolvidos no processo de crescimento somatico, apresentando efeitos na secrecdo de GH e
na resposta celular ao IGF-1.

O cortisol, especificamente, pode atuar de diversas formas influenciando o
crescimento, atuando através do retardo do crescimento tecidual e da proliferacdo celular,
interferindo na agressdo intraespecifica (e, portanto, na disponibilidade de alimento para os
individuos do grupo), na captacdo de nutrientes pelo intestino e na saciedade. Apesar de ser
conhecido como um hormdnio osmorregulador, o cortisol também pode alterar esse
pardmetro, induzindo a apoptose por seus niveis cronicamente elevados (MOMMSEN;
VIJAYAN; MOON, 1999; WENDELAAR BONGA, 1997).

Uma das formas da agdo inibitoria sobre o crescimento da-se através dos niveis
plasmaticos de T3 e T4, direta ou indiretamente, pela alteragdo nutricional causada pela
reducdo na quantidade de ingestdo de alimento induzida pelo estresse. De forma geral, quando
0 peixe ¢ exposto a agentes estressores, os niveis mais altos da organizagdo biologica sdo
afetados, como a razdo dos acidos nucleicos (RNA:DNA), que ¢ influenciada diretamente
pelo jejum e pela restrigdo alimentar (JOBLING, 1994; OBA; MARIANO; SANTOS, 2009).

Em rela¢do ao sistema imune, quando o estressor ¢ agudo e uma resposta de curto
prazo ¢ estimulada, a resposta imune do peixe baseia-se em aumentar a fun¢do inata,
resultando no aumento no numero de leucocitos circulantes. Esse fendmeno esta relacionado a
ativagdo do sistema nervoso simpatico e a liberagdo de catecolaminas, que mobilizam tanto os
eritrocitos quanto os leucocitos. Se o estressor € cronico, a resposta imune € suprimida, e isso
aumenta a possibilidade de infec¢do. Acredita-se que os efeitos nocivos do estresse sobre a
resposta imune sejam preferencialmente mediados pelos efeitos supressores dos

glicocorticoides (cortisol) e sdo uma consequéncia da incapacidade de adaptagdo. Vale
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ressaltar que o hormonio do crescimento, os opioides e os hormonios da tireoide também

afetam as respostas imunes (NARDOCCI et al., 2014).

O quadro 1 resume os principais hormonios e suas fungdes associadas a uma situacao

de estresse, descritos por Wendelaar Bonga (1997).

Quadro 1 — Principais hormonios envolvidos e suas fun¢des associadas durante a resposta ao estresse

em peixes.
Hormonio Secrecio Principal funcdo durante o estresse
Inibe o equilibrio hidromineral e a liberagdo do
glicogénio hepatico; estimula a liberagdo de glicose
. Células no plasma, o aumento do débito cardiaco, o fluxo
Catecolaminas n - A
cromafins de sangue, difusdo e captacdo de oxigénio nas
branquias; influencia a liberacao de acidos graxos
livres e as fungdes do sistema imune
Inibe a sintese proteica muscular, as fungdes do
. sistema imune, o crescimento e a reprodugao;
. Células . DS . . N
Cortisol . . estimula o equilibrio hidromineral, a liberagao do
Interrenais . n - . N , -
glicogénio hepatico e a liberagdo de acidos graxos
livres (lip6lise)
Hormonio liberador
de corticotrofinas Hipotalamo Estimula a sintese e a secre¢do do ACTH
(CRF)
Hormonio
Adrenocorticotréfico Hipofise Estimula a sintese e a secre¢ao do cortisol
(ACTH)
Hormonio
melanocito ., Niveis aumentados durante o processo de
. Hipofise N
estimulante (aMSH) adaptacao ao estresse
e B-endorfina
Urotensina-1 Urofise Estimula a sintese ¢ a secrecdo do ACTH
Arginina-vasotocina Hinotalamo Estimula a sintese e a secre¢do do ACTH;
(AVT) P Antidiurético
Hormoni . . .
OTmOmnIo L, Estimula a secrecao do aMSH na hipofise (POMC)
concentrador de Hipotalamo e a nivel de célula-alvo
melanoforos (MCH)
Hormoni . . . . .
ormonto do Hipofise Estimula o crescimento e o controle hidromineral
crescimento (GH)
. . Controle inibitério da permeabilidade a 4gua e aos
Prolactina Hipofise P! g
ions
) ., Associada a maturacao e desova, equilibrio
Somatolactina Hipofise . . aturag oSovd, & :
hidromineral e dcido e mobiliza¢do de energia
Hormdnio i Altera o desenvolvimento gonadal, a
, Hipofise . - ~
gonadotrofico (GTH) gametogénese/espermatogénese € a maturagcao

Fonte: Adaptado de Wendelaar Bonga (1997).




31

2.3 Ritmos bioldgicos: a natureza dos processos regulatorios

Denomina-se ritmo bioldgico qualquer evento que se repita de maneira regular em um
organismo. A ritmicidade circadiana no comportamento e no metabolismo trata-se de um
fendmeno onipresente na biologia, documentado em espécies tdo diversas como organismos
unicelulares, plantas, invertebrados e vertebrados (MORGAN, 2004; VERAS et al., 2013).
Neste sentido, muitos dos processos fisiolégicos e comportamentais expressos pelos
organismos vivos de forma definida em cada espécie sdo considerados ritmicos, e suas
ocorréncias giram em torno de uma periodicidade de 24 horas (ritmo circadiano), como ¢ o
caso dos peixes.

Ritmos didrios em peixes enfatizam o comportamento locomotor, reprodutivo e
alimentar, além de fatores neuroendécrinos envolvendo a secre¢ao de hormonios. De acordo
com Falcon et al. (2010), sinalizadores externos como luminosidade, temperatura,
disponibilidade de alimento, chuva e salinidade da agua, quando variam, fazem com que a
maioria dos organismos adapte seu comportamento de forma reativa. Em zebrafish, o ritmo
circadiano ¢ considerado uma das mais importantes caracteristicas das respostas
comportamentais, principalmente quando relacionado com a avaliacdo do estresse ambiental
(YANG et al., 2018).

Um sistema circadiano compreende todos os diferentes componentes pelos quais a luz
entra no organismo e ¢ transformada em um sinal nervoso ou hormonal cronometrado. Em
contraste com os mamiferos, o sistema circadiano de teledsteos mostra uma flexibilidade
impressionante, pois mesmas espécies de peixes podem apresentar comportamento diurno ou
noturno, podendo alternar de acordo com a estagdo do ano ou ao longo de seu
desenvolvimento (FALCON et al., 2010; IDDA et al., 2012).

A melatonina ¢ uma das principais formas de transmissdo de informagdes do reldgio
circadiano para o organismo nos vertebrados. Nos mamiferos, a informagao fotica ¢ percebida
pelos olhos e transmitida através do trato retino-hipotaldmico para os nucleos
supraquiasmaticos (NSQs) do hipotadlamo, onde residem os reldgios mestres; a partir dai, uma
via multissindptica conecta os NSQs a glandula pineal, uma das responsaveis pela produgao
de melatonina (FALCON etal., 2007, 2007, 2010; SIMONNEAUX, 2003).

Nos peixes, a glandula pineal e a retina ocupam uma posi¢ao central na organizagao
circadiana. A glandula pineal ¢ composta por células fotorreceptoras que estimulam a sintese
e a secrecdo da melatonina, também denominada como “reldgio autonomo”. Entdo, todo o

processo ¢ mediado por um sistema neuroenddcrino composto por sensores e osciladores
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circadianos (glandula pineal, olhos laterais ¢ NSQs do hipotalamo) (FALCON et al., 2010;
MAITRA et al., 2013; SAHA et al., 2018).

2.3.1 A glandula pineal em peixes

A pineal em peixes teledsteos ¢ uma glandula neuroendécrina localizada logo abaixo
do cranio, formada como uma vesicula terminal conectada ao diencéfalo por um pedunculo
pineal. A regido do cranio que recobre a glandula geralmente ¢ mais fina, e a pele ¢ menos
pigmentada no intuito de facilitar a penetragio da luz (EKSTROM; MEISSL, 1997).

Existem trés tipos de células na glandula pineal: os pinealdcitos, as células nervosas e
as células intersticiais. Os pinealdcitos sdo o local de producdo da informagdo neural e
hormonal da glandula pineal. Ambas as vias de saida mostram ritmicidade (EKSTROM;
MEISSL, 1997; FALCON et al., 2001). Sdo células fotorreceptoras, que convertem sinais
luminosos em sinais elétricos. Em resposta a escuriddo, essas células sdo despolarizadas e
liberam neurotransmissores, como glutamato e aspartato. Isso ativa as células nervosas e,
portanto, a informacdo fotoperiddica ¢ enviada ao cérebro através de uma transmissao
nervosa.

No zebrafish, a glandula pineal se desenvolve durante os estdgios embrionarios
iniciais, e fica localizada na superficie dorsal do prosencéfalo, entre o telencéfalo e o teto
optico. Nessa espécie, o complexo pineal inclui o 6rgdo pineal, o pedunculo que emerge logo
a esquerda da linha média, e um pequeno 6rgdo chamado parapineal, que se encontra no lado
esquerdo do cérebro (CONCHA et al., 2000; LIANG et al., 2000).

De acordo com Ben-Moshe et al. (2014), uma por¢do consideravel do reldgio
molecular ¢ regulada pela luz na glandula pineal, sugerindo que sua entrada ¢ percebida e os
estimulos sdo enviados para o relogio central por diversos mecanismos. Uma fungdo
fisioldgica bastante conservada da glandula pineal ¢ a producdo de melatonina, indolamina
liberada na circulagdo sanguinea que estd envolvida na regulacdo dos ritmos bioldgicos de
maneira ritmica (KLEIN, 2004).

Modelos transgénicos (FIGURA 7) forneceram evidéncias de que o relégio molecular
nas células produtoras de melatonina da glandula pineal desempenham um papel fundamental,
possivelmente como parte de um sistema de marca-passo miultiplo, modulando o
comportamento nos ritmos circadianos (BEN-MOSHE LIVNE et al., 2016; BEN-MOSHE et

al., 2014). Nesse sentido, o zebrafish traduz um modelo apropriado para obter uma
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compreensdo completa da relacdo entre a melatonina e o0 momento dos eventos fisiologicos

(LIMA-CABELLO et al., 2014).

Figura 7 — A glandula pineal do zebrafish.

Legenda: glandula pineal em verda; (a) Regido da cabeca de um zebrafish adulto, vista dorsal. (b)
Regido da cabeca de uma larva de zebrafish (72h apds a fertilizagdo), vista lateral.
Fonte: Adaptado de Ben-Moshe; Foulkes; Gothilf (2014).

2.4 O hormonio melatonina

A melatonina (N-acetil 5-metoxitriptamina) ¢ uma molécula sintetizada a partir do
aminoacido essencial L-Triptofano, altamente conservada em vertebrados, que desempenha
um papel central no arrastamento de ritmos fisioldgicos diarios e anuais (LIMA-CABELLO et
al., 2014). Sua libera¢do acontece de forma ritmica, atuando na sincronizacdo das funcdes
animais, agindo sobre uma complexa rede de regula¢do envolvendo mecanismos centrais e
periféricos estreitamente coordenados, a fim de manter a integridade fisiologica (PEIRSON;
HAIFORD; FOSTER, 2009; WHITMORE et al., 1998; WHITMORE; FOULKES;
SASSONE-CORSI, 2000).

A liberagdo da melatonina ocorre de maneira semelhante em mamiferos e peixes, onde
seu conteudo plasmatico ¢ maior durante a fase escura e sua meia-vida tem duragdo
aproximada de 35-50 minutos. Portanto, sua liberacdo reflete o fotoperiodo vigente, que sofre
alteracdes de acordo com as estacdes, constituindo um importante indicador da duragdo de
ambos. As variagdes didrias e anuais de sua produgdo ritmica permitem sincronizar o
metabolismo, as fungdes fisiologicas e o comportamento as mudangas do ambiente (FALCON

et al., 2007, 2010, 2011; MAITRA et al., 2013; REITER et al., 2009).
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Embora a ritmicidade na producdo de melatonina seja uma caracteristica constante da
fisiologia dos vertebrados, a organizacdo anatomica dos sistemas difere-se marcadamente
entre suas classes (SAHA et al., 2018). Muitos efeitos da melatonina sdo mediados por
receptores especificos, amplamente distribuidos no organismo. Trés tipos de receptores foram
identificados em peixes, encontrados no cérebro, figado, rins, intestino, gobnadas e branquias.
Assim, os efeitos da melatonina dependem da disponibilidade de sitios de ligacdo ao longo do
dia e do ano, bem como da sua liberagdo ritmica diaria e anual proveniente da glandula pineal
(FALCON et al., 2011).

Vielma et al. (2014) afirmam que a melatonina ¢ um horménio endégeno com alto
potencial na desintoxicagdo de radicais livres celulares. Além de seu papel na promocdo da
regulacdo do sono e dos ritmos circadianos, possui importantes efeitos imunomoduladores,
antioxidantes, antiinflamatorios e neuroprotetores, sugerindo também que essa indolamina
seja uma potencial alternativa terapéutica no combate a infecgdes bacterianas, virais e

parasitarias.
2.4.1 Biossintese e regulacio da melatonina

A sintese da melatonina envolve muitas etapas enzimaticas (FIGURA 8). A via de
biossintese comeca com a hidroxilagdo do triptofano, produzindo serotonina. A
Aralquilamina-N-acetiltransferase (AANAT) catalisa a conversdo de serotonina em N-
acetilserotonina, que ¢ emetilada pela acdo da hidroxiindol-O-metiltransferase (HIOMT), para
entdo, produzir melatonina (FALCON etal., 2007, 2010, 2011).

Em geral, a sintese de melatonina em peixes depende do relogio circadiano e da
entrada de sinais externos (FIGURA 9A) (CAZAMEA-CATALAN et al., 2014; FALCON et
al., 2001). Durante a noite, o reldgio circadiano impulsiona diretamente a transcrigdo de
AANAT?2, que ¢ traduzida e fosforilada pela ativagdo da proteina quinase A (PKA). O
pAANAT?2 liga-se a proteinas protetoras da proteodlise proteassomal, resultando na elevacgao
de sua atividade e rapida sintese de melatonina. Com a luz, durante o dia, ocorre a diminui¢do
da ativacdo da PKA, bem como os niveis de calcio celular, e ambos os efeitos levam a
diminui¢do da fosforilagio do AANAT, com subsequente destruicdo pelo proteassoma. Isso

diminui a producao de melatonina (FALCON etal., 2010; LI et al., 2016).
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Figura 8 — Via de biossintese da melatonina na pineal.
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Legenda: Os ritmos diarios dos compostos ou enzimas correspondentes estdo indicados na coluna da
direita. AAAD: aminodcido aromatico descarboxilase; AANAT: arilalquilamina N-acetiltransferase;
E: escuro (caixa preta); HIOMT: hidroxiindol-O-metiltransferase; L: luz; TpOH: triptofano
hidroxilase.

Fonte: Falcon et al. (2007).

De forma mais detalhada, duas etapas transformam a serotonina em melatonina
(FIGURA 9B): a enzima Aralquilamina N-acetiltransferase (AANAT), chave do processo,
catalisa a formacdo de N-acetilserotonina, e a acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT),
também conhecida como hidroxiindol-O-metiltransferase (HIOMT), converte N-
acetilserotonina em melatonina. Ao contrario de todos os outros vertebrados, os peixes
teledsteos sdo os Unicos que apresentam pelo menos duas formas de AANAT, conhecidas por
AANAT]I (expressa mais especificamente na retina e no cérebro) e AANAT2 (expressa no
6rgdo pineal) (FALCON et al., 2007, 2011; LIMA-CABELLO et al., 2014). Em algumas
espécies de peixes, como baiacu (Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis) e medaka

(Oryzias latipes), foram encontrados trés tipos de AANAT (COON; KLEIN, 2006).
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A melatonina ¢ transportada através do sistema circulatério e se liga aos seus
receptores em diferentes 6rgaos (GANDHI et al., 2015), podendo influenciar na ingestdo de
alimentos e digestdo, no crescimento e na atividade locomotora, além da reproducdo
(CARNEVALI et al., 2010; FALCON et al., 2010; LI et al., 2016; LOPEZ-PATINO et al.,
2011). Sabe-se que este hormonio desencadeia uma série de respostas no metabolismo dos
peixes (FIGURA 9C), desempenhando um importante papel endocrino na regulagcdo das
atividades fisiologicas, bem como papeis paracrinos associam-se a melatonina secretada pela

retina (GANDHI et al., 2015; LI et al., 2016).

Figura 9 — Esbogo da biossintese da melatonina.
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Legenda: Anfibios, répteis e peixes podem detectar a luz por células fotorreceptoras das retinas e
pinealodcitos das glandulas pineais. (A) O sistema de detecg@o e transformacdo fotoquimica inclui as
células fotorreceptoras da retina e os pinealdcitos; (B) A via de sintese da melatonina esta resumida no
quadro; (C) Melatonina executa suas varias fungdes bioldgicas em diferentes tecidos e em diferentes
fases de crescimento/desenvolvimento através da ligagdo aos seus receptores. Nos mamiferos, o papel
fotorreceptor da glandula pineal é perdido.

Fonte: Adaptado de Li et al. (2016).

No zebrafish, foram descritas as vias especificas de acdo da melatonina, esclarecendo
seus processos de secrecdo e regulacdo (ZHDANOVA, 2011). Nestes animais, existem dois
tipos de AANAT, permitindo também sua expressdo especifica na pineal (APPELBAUM et
al., 2004). De acordo com Lima-Cabello et al. (2014), os efeitos conhecidos da melatonina
parecem ser mediados por receptores de alta afinidade, e suas flutuagdes diarias sugerem seu

envolvimento na regulacdo circadiana de diversos eventos comportamentais e fisioldgicos.
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2.4.2 O orgao pineal, a retina e o cérebro

Os primeiros estudos sobre o 6rgdo pineal em teledsteos enfatizaram seu papel na
producdo de melatonina e suas caracteristicas fotorreceptoras, que logo pareceu estar
envolvida no controle de fun¢des e comportamentos que exibiam ritmos diarios (EKSTROM;
MEISSL, 1997; FALCON, 1999; FALCON et al., 2007, 2011). O 6rgéo pineal é rodeado por
vasos sanguineos, e a vesicula pineal estd localizada em uma regido onde o cranio ¢
geralmente mais fino e a pele ¢ transltcida, traduzindo adaptacdes que favorecem a entrada de
luz, e isso ¢ observado até mesmo em peixes maiores como o atum-rabilho (Thunnus
thynnus). O epitélio pineal contém células fotorreceptoras que se assemelham aos
fotorreceptores retinianos, tanto do ponto de vista estrutural quanto funcional. Eles possuem o
maquinario para a cascata de fototransdugao (EKSTROM; MEISSL, 1997; FALCON, 1999;
FALCON et al., 2007).

Uma particularidade do cone pineal ¢ que a cinética da resposta a luz ¢ mais lenta em
comparagio com o cone da retina (MEISSL; EKSTROM, 1988). Além do neurotransmissor
excitatorio, os fotorreceptores também produzem melatonina, pois os compostos (triptofano,
serotonina e melatonina) e as enzimas e proteinas (AANAT, HIOMT, MAO) do metabolismo
do indol localizam-se nessas células (FALCON et al., 2011).

As analogias morfofuncionais entre os fotorreceptores da glandula pineal e da retina
levaram a crer que a biossintese da melatonina retiniana ocorre nas células fotorreceptoras. De
fato, tanto AANAT quanto HIOMT sao expressos na camada nuclear externa (BESSEAU et
al., 2006). No entanto, uma co-expressdo de ambas as enzimas em pelo menos dois outros
tipos de células também foi revelada: na camada nuclear interna basal e na camada de células
ganglionares. Todos esses tipos de células expressam AANATI e ndo expressam AANAT2,
sugerindo que a biossintese da melatonina ndo ¢ uma propriedade especifica das células
fotorreceptoras (FALCON et al., 2011).

A regulagdo da secrecdo de melatonina difere substancialmente na retina do peixe em
comparagdo a glandula pineal de vertebrados. Enquanto um padrdo noturno de secre¢do de
melatonina ¢ visto em algumas espécies, em outros o pico ¢ diurno ou muda ao longo da
estacdo. A melatonina retiniana ndo ¢ liberada, mas age de maneira autdcrina/paracrina.
Curiosamente, AANAT1 também ¢ expressa em algumas dareas distintas do cérebro,
isoladamente ou em conjunto com o HIOMT. Isto inclui o telencéfalo, diencéfalo, 16bulos
opticos e cerebelo. A glandula hipofise também expressa AANAT (FALCON et al., 2010,
2011).
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2.4.3 Efeitos da melatonina em peixes

A melatonina contribui para a sincronizacdo de comportamentos e regulagdes
neuroendocrinas com as variagdes anuais do fotoperiodo. E um horménio que desempenha
um papel homeostatico fundamental nas funcdes basicas dependentes de cronobiologia,
incluindo sono, desenvolvimento, nutri¢do e reproducdo, e também em fungdes neurais, como
aprendizagem e memoria (HOWE et al., 2013; LIMA-CABELLO et al., 2014). Existem
evidéncias de como a melatonina atua no eixo cérebro-hipofise-gonadal, bem como sobre o
controle da sintese de melatonina e a identificagdo de seus tecidos e receptores-alvo. No
entanto, ainda ndo ha informacgdes suficientes sobre a presenga e as fungdes dos metabolitos
da melatonina em relagdo aos seus processos antioxidantes (GALANO; TAN; REITER, 2011,
2013; HARDELAND; TAN; REITER, 2009).

Direta e indiretamente, a melatonina funciona como um liberador de radicais livres.
Suas outras atividades fisioldégicas ou farmacologicas podem ser dependentes ou
independentes de receptores localizados em diferentes células, orgdos e tecidos. Uma
distribuicdo tdo ampla de receptores para um unico hormonio indica um tipo de harmonizador
dentro de um conjunto de atividades ritmicas. Os multiplos e complexos efeitos da melatonina
na regulacdo neuroendodcrina dos peixes ainda aguarda uma compreensdo mais completa
associada aos diferentes niveis do eixo neuroendoécrino, bem como nas diferentes épocas do
ano (FALCON et al., 2007, 2011). Além de seu papel na promogdo da regulagio do sono e
dos ritmos circadianos, possui importantes efeitos imunomoduladores, antioxidantes e
neuroprotetores, sugerindo que este indol deve ser considerado como uma alternativa
terapéutica contra infecgdes (VIELMA et al., 2014).

A melatonina desempenha um papel importante como indicadora do tempo para o
sistema circadiano endogeno. Nesse aspecto, o zebrafish tornou-se um excelente modelo para
analisar a sintese, regulacdo e funcdes biologicas da melatonina extrapineal (FIGURA 10).
Em peixes, como nos mamiferos, a melatonina também pode ser produzida em tecidos
extrapineais que ndo na retina, e nestes tecidos os receptores também podem variar (ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2014; LIMA-CABELLO et al., 2014; VENEGAS et al., 2012). Além
disso, Elbaz et al. (2013) classificaram o zebrafish como um modelo eficaz para o estudo de
processos fisiologicos do sono devido a facilidade com as manipulagdes genéticas,
possibilidade de acesso a imagens de circuitos nervosos e de acompanhamento

comportamental.
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Dias et al. (2017) afirmam que a fisiologia (desenvolvimento, sono, alimentacao,
memoria, reproducdo) e o comportamento (aprendizado, ansiedade) do zebrafish sdao afetados
por esse neuro-hormodnio. A melatonina exodgena foi capaz de aumentar o nivel de melatonina
cerebral em zebrafish, sugerindo uma acao ao nivel de sistema nervoso central (LOMBARDO
et al., 2012). Portanto, como muitos tecidos distintos da glandula pineal possuem a
capacidade de serem modulados pela melatonina, o zebrafish torna-se um interessante modelo

para estudos utilizando a melatonina exdgena.

Figura 10 - Fung¢des associadas a melatonina no zebrafish.
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Legenda: A glandula pineal (epifise) estd localizada na superficie dorsal do diencéfalo, é alongada e
composta de células ependimarias, células semelhantes a melandcitos, astrocitos fibrocitos e
pinealocitos, que representam a unidade morfofuncional da glandula. A melatonina exibe um ritmo
circadiano; a maior parte da indolamina é produzida durante a fase escura do fotoperiodo. No
zebrafish, os efeitos conhecidos da melatonina parecem ser mediados por receptores de alta afinidade.
As flutuagdes didrias da melatonina sugerem seu envolvimento na regulacdo circadiana de diversos
eventos comportamentais e fisiologicos do zebrafish.

Fonte: Adaptado de Lima-Cabello et al. (2014).

A melatonina favorece a redu¢do do estresse oxidativo in vitro e in vivo, € isso esta

associado ao seu efeito antioxidante (DIAS et al., 2013; SHIN; LEE; CHOI, 2011). Para
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avaliar um possivel papel antiestresse da melatonina em peixes, Conde-Sieira et al. (2014)
administraram melatonina oralmente a trutas arco-iris durante 10 dias, e nos ultimos 4 dias os
animais foram mantidos em alta densidade de estocagem. O tratamento com melatonina nos
peixes que ndo foram estressados induziu um aumento no potencial glicogenolitico do figado,
aumentou a atividade de enzimas digestivas e o metabolismo serotoninérgico e
dopaminérgico no hipotadlamo. A presenca de melatonina em peixes estressados reduziu
significativamente as concentracdes de cortisol no plasma, no teor de glicogénio e na
atividade da glicogénio-sintase no figado e no metabolismo dopaminérgico e serotoninérgico
no hipotdlamo. Em geral, a presenca de melatonina atenuou varios dos efeitos induzidos pelo
estresse (CONDE-SIEIRA et al., 2014).

Em relacdo a reprodugdo, em peixes, em sua maioria € sazonal ou periddica, e a
desova ocorre em uma determinada estacdo no intuito de garantir a sobrevivéncia maxima da
prole. A sequéncia de eventos reprodutivos em um ciclo anual estd amplamente sob controle
de um sistema de cronometragem endogeno especifico de cada espécie. A duragdo da luz
solar ou do fotoperiodo ¢ um dos sinais ambientais mais previsiveis utilizados por um grande
nimero de animais, incluindo peixes, para coordenar sua reprodugdo sazonal. Ao longo dos
ultimos anos, houve um enorme progresso na compreensdo dos mecanismos pelos quais a
melatonina regula a reproducdo sazonal em peixes e em outros vertebrados, e a maioria dos
estudos enfatiza as agdes hormonais da melatonina através de seus receptores acoplados a
proteina G no eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas (HPG) dos peixes (MAITRA; HASAN,
2016).

Acreditava-se que a melatonina estaria envolvida apenas no mecanismo
neuroenddcrino como resposta ao fotoperiodo, inibindo a liberagdo de GnRH. Estudos
evidenciaram que a melatonina atua também na regulagao das fungdes associadas a gametas e
esteroides gonadais, agindo no sistema hipotadlamo-hip6fise ou diretamente sobre as gdnadas
(MAITRA; HASAN, 2016). Além disso, pode atuar acelerando a agdo do hormoénio indutor
da maturacdo ovocitdria e, consequentemente, a retomada do ciclo celular meiotico (SOUTO
et al., 2017).

A descoberta de que a melatonina, devido sua natureza lipofilica, pode facilmente
atravessar a membrana plasmatica de todas as células e atuar como um potente eliminador de
radicais livres, estimulando diferentes antioxidantes, acrescentou uma nova dimensdo ao
entendimento dos mecanismos de a¢do da melatonina na regulagdo de fun¢des ovarianas. O
conceito basico sobre as agdes da melatonina como antioxidante surgiu a partir de estudos

com mamiferos. No entanto, alguns estudos sugeriram claramente que a melatonina, além de
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desempenhar o papel de um hormonio, também pode estar associada a reducdo do estresse
oxidativo, aumentando as fungdes ovarianas durante a desova (MAITRA et al., 2013;
MAITRA; HASAN, 2016; MONIRUZZAMAN; HASAN; MAITRA, 2016).

Além disso, Montalbano et al. (2018) testaram os efeitos da administracdo de
melatonina em zebrafish induzidos a obesidade, demonstrando que a suplementacdo com
melatonina pode ter um efeito na mobilizagdo das reservas de gordura, no aumento do

metabolismo basal e, portanto, na preven¢ao do acumulo de gordura em excesso.

2.5 Parametros bioquimicos e hematolégicos associados ao estresse: metodologias para
analise do nivel de cortisol corporal, atividade enzimatica e contagem de células

sanguineas em zebrafish adulto

Em peixes, o cortisol ¢ um dos biomarcadores de estresse fisioldgico mais utilizados.
Embora sua producdo seja renal, difunde-se facilmente através das membranas celulares,
devido sua natureza lipofilica. Por isso, em peixes pequenos como o zebrafish, utiliza-se
homogenatos de corpo inteiro para sua analise (CORTES et al., 2018; GESTO et al., 2015;
RAMBO et al., 2017; ZHANG et al., 2015).

Existem na literatura diversas metodologias validadas na qual a analise baseia-se na
técnica de maceragdo do corpo inteiro (homogenato) (CORTES et al., 2018; DHANASIRI;
FERNANDES; KIRON, 2013; GESTO et al., 2015; RAMBO et al., 2017; SFAKIANAKIS;
LERIS; KENTOURI, 2012; THOMAS et al., 2013; YEH; GLOCK; RYU, 2013; ZHANG et
al., 2015). Para tal, os animais devem ser mantidos em situacdo de congelamento em freezer
(-80°C), e, posteriormente, submetidos ao processo de maceragdo de corpo inteiro, seguido
por procedimentos de extragdo e analise.

Para a extracdo do cortisol, o protocolo sugere que as amostras sejam maceradas em
nitrogénio liquido utilizando gral com pistilo de porcelana. Em seguida, devem ser diluidas
em solu¢do fosfato-salino (PBS), dissolvidas em éter dietilico, centrifugadas por 5 minutos a
3.500 rpm, secas em vapor de nitrogénio e mantidas resfriadas (CANAVELLO et al., 2011).
Para o procedimento de leitura, as amostras devem ser ressuspendidas em 1 mL de PBS e a
montagem da placa deve seguir as instru¢des do fabricante. Normalmente, utiliza-se kits de
imunoensaio para leitura em placa, como o kit de ELISA, ja testado e validado para utilizacdo
em peixes (VELASCO-SANTAMARIA; CRUZ-CASALLAS, 2007).

Outros importantes biomarcadores associados ao estresse em animais sdo as enzimas

antioxidantes, que atuam no intuito de prevenir os danos celulares causados pelas espécies
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reativas de oxigénio (ROS), como o radical superoxido (O2-), o radical hidroxila (OH-), o
radical hidroperoxila (OOH-) e o peréxido de hidrogénio (H202). O estresse oxidativo ocorre
quando a producdo de ROS ultrapassa a capacidade de neutralizagdo ou eliminacdo dos
sistemas de defesa antioxidante, resultando em diversos danos das membranas celulares e
lipoproteinas através da peroxidacgdo lipidica (ARDIANSYAH; INDRAYANI, 2007; SIES;
JONES, 2007). O conteido de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ¢
utilizado para medir a extensdo da peroxidacado lipidica, um dos principais contribuintes para
a perda da fun¢do celular sob estresse oxidativo (BARTOSKOVA et al., 2014; STOREY,
1996).

Uma grande variedade de enzimas estd envolvida na protecdo contra a
lipoperoxidacdo, e o aumento de sua atividade contribui para a elimina¢cdo de ROS, atuando
através de processos de dismutacdo, decomposi¢do e desintoxicagdo (BARTOSKOVA et al.,
2013; ZHANG et al., 2004). De acordo com Wang et al. (2011), as enzimas superdxido
distmutase (SOD) e Catalase (CAT) sdo as mais representativas na defesa antioxidante. A
SOD, um tipo de enzima antioxidante que contém diferentes ions metalicos, atua na remogao
do radical superdxido produzido no processo de oxidagdo bioldgica. A CAT tem como
principal func¢do a participagdo no processo de metabolismo ativo do oxigénio, catalisando a
transformagdo de H202 em 4gua e oxigénio.

Em peixes, o estresse oxidativo, bem como as defesas antioxidantes, possuem uma
modulagdo complexa e podem ter um papel fundamental nos mecanismos de enfrentamento
utilizados por esses animais durante os processos de adaptagdo a variabilidade ambiental
(BIRNIE-GAUVIN et al., 2017). Diversos trabalhos analisaram o perfil de atividade
enzimatica no intuito de caracterizar uma situagcdo de estresse, normalmente envolvendo a
utilizacdo de substincias promotoras ou antioxidantes (AL-SAWAFI; YAN, 2013; ANSARI;
ANSARI, 2015; BARTOSKOVA et al., 2013, 2014; CONDON; CHENOWETH; WILSON,
2010; MARCON et al., 2018a). Marcon et al. (2018) reforcaram a importancia e sugeriam o
zebrafish como um modelo animal adequado para investigar a neurobiologia do estresse.

Em zebrafish, a medida de estresse oxidativo é comumente realizada em amostras de
corpo inteiro (sem a cabega e a cauda), as quais sdo congeladas em nitrogénio liquido e, em
seguida, maceradas e armazenadas em freezers (-80°C). Para os ensaios, as amostras sdo
pesadas e homogeneizadas (1:10 p / v) em tampao fosfato 50 mM gelado (pH = 7,2) e
mantidas em gelo durante todos os procedimentos de determinacdo analitica para evitar a

perda dos dados. Normalmente, os resultados obtidos devem ser corrigidos pelos valores de
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proteina total do homogenato, ¢ um dos métodos amplamente utilizados ¢ o de Lowry
(LOWRY etal., 1951).

Os ensaios de TBARS medem o malondialdeido (MDA) presente na amostra
(BUEGE; AUST, 1978). O MDA, formado a partir da degradacdo de acidos graxos
poliinsaturados, serve como indice para determinagdo da extensdo da reacdo de peroxidagao.
Assim, o MDA ¢ identificado como o produto da peroxidag¢ao lipidica que reage com o acido
tiobarbitarico, formando uma solu¢do de cor avermelhada com absorbancia a 535 nm.

A mensuracdo dos metabolitos reativos ao acido tiobarbitirico ¢ realizada em
microplacas de 96 pocos pelo método descrito por Buege e Aust (1978). De acordo com o
protocolo, o volume de 250 pL do homogenato de cada amostra ¢ colocado em tubos de
ensaio, e adiciona-se 250 pL de solucdo contendo acido tricloroacético (TCA 15%), acido
tiobarbitarico (TBA 0,0375%) e HCI 0,25N. As amostras sdo mantidas em banho maria
fervente por 15 minutos e entdo colocadas sob agua corrente até esfriarem. Em seguida, 750
pL de alcool butilico sdo adicionados aos tubos, que sdo, entdo, vigorosamente agitados. Apos
uma centrifugacdo a 6000 rpm por 10 minutos em centrifuga de mesa, o sobrenadante ¢
recolhido e plaqueado em duplicata, seguido pela leitura no espectrofotometro. Uma curva
padrdo com o MDA ¢ construida e os resultados expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

O teor de radicais livres no corpo inteiro dos animais ¢ mensurado utilizando-se o
2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Resumidamente, 20 pul de
homogenato sdo pipetados por poco em duplicata em uma placa de 96 pocos Em seguida, 80
ul de tampao fosfato 50 mM com pH 7,2 contendo DCFH-DA (concentracao final de 10 uM)
sdo adicionados a cada poco, e a placa ¢ incubada a 37 °C durante 30 minutos protegido da
luz. A conversdo de DCFH-DA em DCF (um composto fluorescente) acontece na presenga de
ROS e sua fluorescéncia pode ser detectada por fluorimetria com excitacdo/emissao a 485/530
nm. O contetido de ROS ¢ quantificado utilizando uma curva padrao de DCF e os resultados
sdo expressos como pmol de DCF formado/mg de proteina/minuto) (DRIVER;
KODAVANTI; MUNDY, 2000).

A dosagem da atividade da superoxido dismutase (SOD) ¢ baseada na sua habilidade
em catalisar a dismutagdo de radicais superdxidos (O2-), a H202 e 02, diminuindo a razao de
auto-oxida¢ao do pirogalol. A técnica consiste em homogeneizar o tecido em tampao fostafo
(50mM e pH 7,2). 30 uL do homogenato sdo plaqueados em duplicata em uma placa com 96
pogos, acrescido de 99 pulL. de tampao fosfato, 6 L de MTT (brometo de dimetiltiazol-
difeniltetrazolio) e 15 pL de pirogalol. Para o branco, o pirogalol ¢ substituido por tampao

fosfato, e para o padrdo, a amostra ¢ substituida por tampao fosfato. Apods cinco minutos de
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incubagdo a 37 °C, a reacdo ¢ parada com 150 pL de DMSO (dimetil sulféxido) e a
absorbancia lida a 570 nm. Para o célculo do resultado considera-se que 1 unidade (U) de
SOD ¢ capaz de evitar a autoxidagdo de 50% de pirogallol do padrao. O resultado ¢ expresso
em Unidades por mg de proteina (U/mg proteinas) (DIETERICH et al., 2000).

A dosagem da atividade de CAT baseia-se no decaimento da absorbancia do perdxido
de hidrogénio (H202) — (A240) pela decomposi¢cdo deste pela catalase (2H202 — 2H20 +
02). Resumidamente, 25uL de homogenato sdo acrescentados a 1 mL de tampao fosfato 50
mM em uma cubeta de quartzo. Sdo acrescidos 25 puL de solugdo de H202 0,3M e lida a
absorbancia (A240) durante um minuto. Os célculos sdo feitos pela diferenca de leitura no
tempo final pelo tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da amostra. O resultado ¢ expresso
em unidade de catalase por mg de proteina concentragdo de proteina (Atividade/mg de
proteina) (AEBI, 1984).

Para obtencdo do sangue, imediatamente apds a eutandsia do animal, realizada através
da submersdo em agua gelada (proporc¢ao de 5 partes de gelo / 1 parte de 4gua, temperatura de
0-4°C) até a completa imobilizacdo do animal (“Guidelines for Use of Zebrafish in the NIH
Intramural Research Program”, 2016), deve ser realizada uma sec¢do caudal com uma ladmina
de bisturi entre a nadadeira caudal e a nadadeira anal (FIGURA 11) (PEDROSO et al., 2012).

Em seguida, o sangue que verte dessa incisdo deve ser coletado por um tubo capilar
heparinizado e utilizado para confec¢ao de laminas de extensdo sanguinea, as quais devem ser
fixadas com metanol por 1 minuto e coradas com pandtico para contagem diferencial de
células sanguineas de defesa organica. Na contagem, utiliza-se 100 células em cada ldmina
para estabelecimento do percentual de cada componente celular, sendo considerados
trombdcitos, linfocitos, eosinofilos, mondcitos, neutrdfilos, basodfilos e leucocitos granulares

(GRZELAK etal., 2017).
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Figura 11 — Localizagdo anatomica das nadadeiras do zebrafish (A) e representagdo esquematica da
técnica de sec¢do caudal (B).
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Legenda: Nadadeiras dorsal, caudal, peitoral, pélvica e anal do zebrafish (setas) (A); Na técnica,
utilizando uma lamina de bisturi, imediatamente apds a eutandsia do animal, realiza-se uma secgao
entre a nadadeira caudal e a nadadeira anal (B).

Fonte: Adaptado de Gupta; Mullins (2010) (A); Do autor (2018) (B).

2.6 O zebrafish como modelo para estudos comportamentais: parimetros e protocolos

em animais adultos

O zebrafish adulto vem emergindo como modelo comportamental para estudos
toxicologicos, farmacologicos e de diversas doengas (SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015). Uma
das principais razdes pelas quais os potenciais farmacos falham antes de chegarem ao
mercado associa-se aos efeitos manifestados durante os ensaios clinicos. Antes dos testes em
humanos, devem ser avaliadas as fungdes vitais, ou seja, o sistema circulatorio, o sistema
nervoso central, o trato gastrointestinal e o sistema esquelético. Apenas o zebrafish e o roedor
possuem todos esses sistemas (WILLIAMS; HONG, 2011).

Apesar do sistema nervoso do zebrafish apresentar menor complexidade, em geral, a
semelhanca organizacional e fisioldégica sdo evidentes. Ainda, apresenta sistemas bem

desenvolvidos, como motor, enddcrino e sensitivo, além de alta sensibilidade a alteragdes
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ambientais e fendtipos comportamentais amplamente conhecidos (BURNE et al., 2011;
EGAN et al., 2009; ROSEMBERG et al., 2011; SAGER; BAI; BURTON, 2010; SIEBEL;
BONAN; SILVA, 2015; STEWART et al., 2013).

A consisténcia de diferencas individuais de comportamento animal e personalidade em
reagdes a varios estresses ambientais entre seus estagios de vida pode refletir divergéncias
basicas no estilo de enfrentamento, que podem afetar a sobrevivéncia, posi¢do social e
sucesso reprodutivo na natureza (YUAN et al., 2018). Nesse sentido, o zebrafish adulto vem
sendo um dos modelos mais utilizados no estudo da genética comportamental (DA SILVA
CHAVES et al.,, 2018; KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014; STEWART et al., 2015),
englobando comportamento social (SHAMS et al.,, 2017), medo (CHOI et al., 2018),
aprendizado e memoria (LEIGHTON et al., 2018), ansiedade e estresse (PANCOTTO et al.,
2018), entre outros.

Nessa perspectiva, inameros protocolos utilizando o zebrafish como modelo vem
sendo aprimorados e otimizados nos quesitos material e técnico, como a esquiva inibitoria
(GESTO et al., 2015) e o labirinto em Y (BORTOLOTTO et al., 2014). A agressividade pode
ser avaliada através da quantificagdo de movimentos de combate do animal frente a um
espelho (MICHELOTTI et al., 2018). Protocolos de shoaling avaliam a sociabilidade do
animal e suas manifestagdes de medo podem ser observadas durante a exposicdo a um
predador (FONTANA et al., 2018).

Siebel, Bonan e Silva (2015) descrevem os principais testes utilizados em zebrafish
adultos. Para o teste de exposicdo ao predador, utiliza-se a exposicao visual a um predador
conhecido, induzindo respostas caracteristicas de medo. No protocolo do teste de shoaling, as
avaliagdes podem ser feitas manualmente (registro de imagens) ou pelo uso de softwares. Para
a agressividade, utiliza-se um pequeno aquario e um espelho colocado em sua lateral com
inclinacdo de 22,5°. Depois de 30 segundos de habituagdo, os animais tem seu
comportamento registrado por 60 segundos, € novamente ap6s 10 minutos de habituagdo. Na
avaliagdo, o aquario ¢ dividido em quadrantes esquerdo e direito superiores e inferiores.

O aparato para o teste de interagdo social consiste em um aquario vazio € um aquario
estimulo contento um grupo de peixes, e ¢ importante utilizar aquarios com medidas
padronizadas (10 cm de largura e 15 cm de altura) para que ndo ocorra influéncia do tamanho.
O comportamento ¢ registrado em video durante 10 segundos apds os 30 segundos de
aclimatacdo. Na andlise do video, o aquario central ¢ dividido ao meio.

Para o labirinto em Y, utiliza-se um aquario de vidro com trés bragos de tamanhos

iguais (25 cm de comprimento, 8§ cm de largura e 15 cm de altura), com paredes pretas e
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fundo branco. Dispostas em cada brago, ficam as pistas visuais, que consistem em figuras
geométricas brancas (circulo, tridngulo e quadrado). O animal ¢ colocado durante 5 minutos
na sessdo teste com dois bracos abertos, e, apés um intervalo de 1-6 horas, o animal ¢
submetido ao teste.

No teste de esquiva inibitoria, o nivel da agua ¢ mantido a 3 cm, permitindo a
explora¢do do ambiente. O animal ¢ colocado no lado claro com a barreira fechada, e apds 1
minuto de familiarizagdo, a divisdria ¢ elevada 1 cm. No compartimento escuro, existem dois
eletrodos (8V), que emitem choques durante 5 segundos quando ocorre a ultrapassagem de
toda a divisoria. 24 horas depois, o animal ¢ colocado novamente em teste, porém, sem os
choques. O Sppining Task consiste na manuten¢do do zebrafish em um aparato circular
contendo dgua em movimento (aquario redondo de 1 litro disposto sobre um agitador
magnético). A atividade natatoria é registrada durante 3 minutos.

O teste de campo aberto (FIGURA 12) consiste em colocar o animal em um aquario e
registrar seu comportamento durante um intervalo de tempo para andlise posterior.
Normalmente, o video ¢ analisado através de softwares que contém as mais diversas
ferramentas. Entre os mais utilizados estdo o Any-Maze (ROSEMBERG et al., 2011), o
Viewpoint (LANGE et al., 2013), o TopScan (CACHAT et al., 2011), o Argus (SHAMS et al.,
2018) e o EthoVision (BROCK et al., 2017; FARIA et al., 2018; STEWART et al., 2015).

Figura 12 — Teste de campo aberto para zebrafish adulto.

Legenda: O zebrafish ¢ colocado em um aquario simples, de cor uniforme, sem diviséria ou estimulos
e tem seu comportamento registrado em video. Durante a analise, o aquario ¢ dividido ao meio em
duas areas, topo e fundo, para a andlise da posi¢do do animal na coluna de agua.

Fonte: Adaptado de Siebel; Bonan; Silva (2015).

O quadro 2 resume os principais testes utilizados para avaliar diversas respostas
associadas ao comportamento em zebrafish adulto. Dentre as principais aplicagdes e

possibilidades terapéuticas, estdo a triagem de medicamentos, principalmente na fase pré-
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clinica; triagens genéticas, identificando o papel dos genes em patologias; abordagem

fenotipica para o descobrimento de drogas e analises toxicoldgicas associadas a um potencial

terapéutico, principalmente para algumas doengas como a doenca de Parkinson, epilepsia e
doenca de Alzheimer (AFRIKANOVA et al., 2013; LEIGHTON et al., 2018; SARATH
BABU et al., 2016; VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018).

Quadro 2 — Protocolos comportamentais em zebrafish adulto (Continua).

Teste Variavel Comportamento Respostas associadas Aplicacio
Distancia em relacao Afastamento do
- ao predador, posicdo | predador, permanéncia | Distarbios de
Exposi¢do ao . . .
redador Medo no aquario (fundo ou | no fundo do aquério, ansiedade e
p superficie) e freezing e movimentos fobias
atividade natatdria erraticos
Distancia entre os Autismo,
~ animais, sincronismo ~ esquizofrenia,
. Interacao Coesdo do cardume e
Shoaling . denado e . doengas
social isolamento .
afastamento dos comportamentai
outros animais S, estresse
Tempo em que o Aproximacgao a
animal permanece imagem refletida,
em cada regido do movimentagao
. .. aquério ondulatéria e pequenas .
Agressividade | Agressividade d ~ . peq Alcoolismo
(aproximacgdo ou batidas com a
distanciamento), nadadeira caudal,
tempo com tentativas de "morder"
nadadeiras eretas o espelho
Maior permanéncia no
~ A Tempo de quadrante ao lado do
Interagdo Preferéncia A L. . . .
. ) permanéncia nos aquario estimulo Esquizofrenia
social social o . ~
quadrantes indica maior interacao
social
Mais tempo no
compartimento novo .
Farmacologia
iy ‘o Comportamento do aparato demonstra .
Labirinto em Y Memoria g . (triagem de
exploratorio aquisicdo e .
o medicamentos)
consolidagdo de
memoria
Distingao Laténcia para
Esquiva Meméria claro/escuro passagem para o lado Doengas
inibitéria (preferéncia), tempo escuro ¢ o indice de neuronais

no lado preferido

retengdo de memoria




Quadro 2 — Protocolos comportamentais em zebrafish adulto (Conclusio).
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aquario, atividade
natatdria, freezing

sdo indicadores de
ansiedade ou estresse

Declinio no tempo de Farmacologia
Coordenacao Nado contra a nado contra a corrente | (medicamentos
Spinning task motora e corrente demonstram menor com efeito na
resisténcia coordenacdo e coordenagdo
resisténcia motora)
oA . Movimentos erraticos,
Disténcia percorrida, referéncia pela
velocidade média, P 1c1a p .
Atividade permanéncia no profundidade do Ansiedade e
Campo aberto aquario, atividade estresse
locomotora fundo ou no topo do PR .
exploratéria diminuida (farmacos)

Fonte: Adaptado de Siebel; Bonan; Silva (2015).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a ampla utilizacdo do zebrafish em estudos da éarea biomédica,
principalmente envolvendo doengas que acometem a populagcdo em grande escala, faz-se cada
vez mais necessaria sua validagdo como modelo experimental.

Dentro de toda a tematica abordada, ao longo dos anos, diversas pesquisas em peixes
forneceram importantes percepgdes sobre a fisiologia ligada ao estresse, ampliando
consideravelmente os paradigmas que descrevem a forma como esses animais respondem aos
estressores. No entanto, ainda existem inumeras incdgnitas que devem ser desvendadas para
que se possa ter uma compreensdo abrangente do estresse em peixes, sobretudo em situacdes
agudas e cronicas. Além disso, ainda ¢ necessaria também a busca por mais informagdes
sobre a regulacdo da melatonina e sua influéncia diante das respostas fisiologicas em peixes.

Portanto, este trabalho fornece uma base cientifica para o estudo comportamental e
bioquimico no que diz respeito aos efeitos da melatonina em zebrafish submetidos ao estresse,

fornecendo novas perspectivas que podem ser uteis para pesquisas futuras.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os pardmetros hematoldgicos, hormonais (cortisol),
enzimaticos e comportamentais de zebrafish que receberam administracio de melatonina e
foram submetidos ao estresse agudo. 120 zebrafish wild-type foram divididos em cinco
grupos: controle Naive (N), controle negativo (C-), controle positivo tratado com diazepam
(C+), tratamento com melatonina na dose 1 (Melt. 1) e tratamento com melatonina na dose 2
(Melt. 2). A exposicdo aos tratamentos nos grupos C+ (0,16mg/l de diazepam), Melt. 1 (6800
nM) e Melt. 2 (13600 nM) foi realizada previamente ao protocolo de estresse, baseado na
perseguicdo com a rede por 5 minutos seguida pela exposicdo ao ar por 1 minuto. Foram
avaliados os parametros hematoldgicos e os niveis de cortisol corporal, bem como o estresse
oxidativo (substancias reativas ao acido tiobarbiturico, espécies reativas de oxigé€nio e
atividade antioxidante) e o comportamento (teste de campo aberto, quantificado pelo software
EthoVision XT® Noldus). A melatonina foi capaz de modular os efeitos do estresse agudo
em zebrafish inibindo o aumento dos niveis de cortisol, reduzindo os pardmetros locomotores
em geral, induzindo um estado de sono, promovendo linfocitose, reduzindo a peroxidagdo

lipidica e estimulando a atividade enzimatica antioxidante.

Palavras-chave: Peixe. Hormonio. Estresse oxidativo. Comportamento. Ansiedade.

1. INTRODUCAO

O estresse ¢ uma resposta fisiologica associada a uma cascata de eventos que ocorrem
em resposta a um agente ameagador, onde o organismo tenta resistir a morte e reestabelecer a
homeostasia [1]. Os estagios de resposta podem ser classificados em reagdo de alarme, com
fuga, enfrentamento e adaptacdo; resisténcia, com superacdo e recuperagdo compensatoria; e
exaustdo, quando a exposicdo ultrapassa em duragdo e severidade os limites do animal,
culminando em condicdo patoldgica ou na morte [ 1-4]. Sempre que um peixe € exposto a um
agente estressor, os eixos hipotalamo-sistema nervoso simpatico-células cromafins (HSC) e
hipotalamo-hipdfise-interrenal (HHI) sdo ativados, resultando na liberag¢do de catecolaminas e
corticosteroides [4,5].

Estressores potenciais para peixes incluem a alteracdo de temperatura, fotoperiodo,
qualidade da agua, pH, oxigénio disponivel, suprimento alimentar insuficiente, predacao,
exposicao a toxinas e sons, isolamento e perseguicdo [6—11]. A duracdo, a magnitude do
estresse e sua eventual repeticdo fazem com que o animal responda de forma diferente, o que

inclui mecanismos energéticos, respostas imunologicas e estratégias de aprendizado e
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enfrentamento. Quando os recursos ndo sdo suficientes para superar o estressor, ocorrem
altera¢des na funcdo imune, na resisténcia natural a doencgas e agentes infecciosos, na taxa de
crescimento e de reproducao. [12,13].

A melatonina (N-acetil 5-metoxitriptamina), um hormoénio produzido pela glandula
pineal, liberado de forma ritmica, que desempenha um papel central no controle de ritmos
fisioldgicos didrios e anuais [14], tem se destacado também por diversos outros efeitos, apesar
dos mecanismos de a¢do ainda ndo estarem totalmente esclarecidos na literatura. Essa
indolamina possui importantes efeitos imunomoduladores, antioxidantes e neuroprotetores
[15], desempenha um papel homeostatico fundamental nas fung¢des basicas dependentes de
cronobiologia, incluindo sono, desenvolvimento, nutri¢cao e reprodugdo, e também em fungdes
neurais, como aprendizagem e memoria [14,16]. A melatonina favorece a redugdo do estresse
oxidativo in vitro e in vivo, € isso esta associado ao seu efeito antioxidante [17,18], bem como
em peixes estressados ¢ capaz de reduzir significativamente as concentragdes de cortisol no
plasma, do teor de glicogénio e da atividade da glicogénio-sintase no figado e no metabolismo
dopaminérgico e serotoninérgico no hipotalamo [19].

O zebrafish tem sido muito utilizado em diversos campos especificos de pesquisa para
avaliar seu repertorio comportamental na compreensdo de muitos fendmenos, como
ansiedade, respostas ao estresse, sintese de melatonina e regulagdo através de genes no 6rgao
pineal [11,20-25]. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros hematologicos,
hormonais, enzimaticos e comportamentais de zebrafish que receberam administragdo de

melatonina e foram submetidos ao estresse agudo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Um total de 120 zebrafish (Danio rerio) wild-type adultos de ambos os sexos (0,284 +
0,13 g) foram adquiridos de um fornecedor comercial (Muriaé, Minas Gerais, Brasil) e
aclimatados durante dez dias na densidade de estocagem de dois animais por litro, na ala de
peixes do Biotério Central da Universidade Federal de Lavras, local onde foram conduzidos
os procedimentos experimentais. Para a conducdo dos protocolos, os animais foram divididos
em cinco aquarios de 20-L com 4gua constantemente aerada, onde a temperatura foi mantida
por termostatos a 26°C+2. O fotoperiodo foi mantido em 14h luz/10h escuro e a alimentagao
feita trés vezes ao dia com racao comercial floculada (Alcon BASIC®, Alcon, Brasil). Todos
os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (001/2018,

CEUA-Unilavras).
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Os animais foram divididos em cinco grupos:

+  Grupo naive (N): ndo submetidos ao estresse nem a qualquer tipo de tratamento;

« Grupo controle negativo (C-): submetidos ao estresse e ndo submetidos a nenhum
tratamento;

« Grupo controle positivo (C+): submetidos ao estresse e tratados com ansiolitico
(diazepam);

«  Grupo melatonina 1 (Melt. 1): submetidos ao estresse e tratados com melatonina (6800
nM);

«  Grupo melatonina 2 (Melt. 2): submetidos ao estresse e tratados com melatonina (13600
nM);

Os peixes foram eutanasiados através da submersdo em agua gelada (0-4°C) até sua
completa imobilizacdo [26]. Todas as amostras foram mantidas congeladas (-80°C) até o

momento da sua avaliagdo, onde permaneceram resfriadas durante todos os procedimentos.

2.2 Protocolos de exposi¢cdo ao diazepam e a melatonina

Previamente ao estresse agudo, os animais do grupo C+ foram expostos a 0,16 mg/L
de diazepam durante 10 minutos, por ser um ansiolitico com efeitos comprovados em
zebrafish [27,28]. Os animais dos grupos Melt. 1 e Melt. 2 foram previamente expostos a duas
diferentes concentragdes de melatonina (6800 nM ¢ 13600 nM) durante 20 minutos no
periodo da manha (8:30h). No intuito de evitar qualquer interferéncia de possiveis residuos da
agua, todos os animais eram transportados para um aquario destinado no momento da
exposi¢do ao diazepam e a melatonina. Ao final do protocolo, os mesmos eram transferidos
de volta para seus aquarios de estoque. Todos os animais em tratamento foram submetidos
aos mesmos procedimentos de transporte a fim de evitar quaisquer interferéncias nos
resultados provindas de fatores externos. Imediatamente apds a exposi¢do, os animais foram

submetidos ao protocolo de estresse agudo.

2.3 Estresse agudo

O estresse agudo foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido previamente
por Pavlidis, Theodoridi e Tsalafouta (2015), que consistiu na persegui¢do dos animais com a
rede por 5 minutos e em seguida exposi¢do ao ar por um minuto [9]. Imediatamente apos a
condu¢do do protocolo de estresse, os animais foram eutanasiados, dando sequéncia aos

procedimentos de coleta.
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2.4 Coleta de sangue e analises hematoldgicas

Apo6s os procedimentos de exposicdo e estresse agudo, o sangue de oito animais de
cada grupo foi obtido através da seccao caudal, seguindo o protocolo proposto por Pedroso et
al. (2002) [29]. O sangue foi coletado por um tubo capilar heparinizado e utilizado para
confeccao de laminas de extensdo sanguinea, as quais foram fixadas com metanol e coradas
com pandtico para contagem diferencial de células sanguineas de defesa organica

(trombdcitos e leucocitos) [30].

2.5 Avaliacao do estresse oxidativo

Para avaliar o perfil enzimatico associado ao estresse oxidativo, foi quantificada a
atividade das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) no corpo inteiro de oito animais de cada grupo. Os resultados foram corrigidos pelos
valores de proteina total, que foram obtidos pelo método de Lowry [31]. As amostras de
corpo inteiro foram pesadas (com prévia remocdo de cabega e cauda), homogeneizadas em
tampao fosfato S0mM gelado (pH = 7,2) e centrifugadas (10500g, 4°C, 10 minutos) para
obtencdo da fracdo sobrenadante, onde foram dosados TBARS e ROS e avaliadas as
atividades de SOD e CAT.

A peroxidagao lipidica foi determinada pela formagdo de substancias reativas com o
acido tiobarbiturico (TBARS) [32] onde o malonaldeido (MDA), formado a partir da
degradacdo de 4cidos graxos poliinsaturados, foi utilizado como como indice para
determinagdo da extensdo da reacdo de peroxidacdo por reagir com o acido tiobarbitirico,
formando uma solug¢do de cor avermelhada com absorbancia a 535nm. A mensuragdo foi
realizada em microplacas de 96 pocos pelo método descrito por Buege e Aust (1978) e o
resultado final foi expresso em nmol de MDA/g de proteina.

O teor de radicais livres no corpo inteiro dos animais foi mensurado através do 2°,7°-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), quantificado utilizando uma curva padrao
de 2°,7° — diclorofluoresceina (DCF) e os resultados foram expressos como pmol de DCF
formado/mg de proteina/minuto [33]. A dosagem da atividade da superoxido dismutase
(SOD) ¢ baseada na sua habilidade em catalisar a dismutagdo de radicais superéxidos (Oz") a
H,0, e Oy, diminuindo a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol. O resultado é expresso em
Unidades por mg de proteina (U/mg proteinas) [34]. A dosagem da atividade de CAT baseia-

se no decaimento da absorbancia do peroxido de hidrogénio (H2O2) — (Az40) pela
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decomposicdo deste pela catalase (2H,O, — 2H,O + O). O resultado € expresso por

concentracgdo de proteina (Atividade/mg de proteina) [35].

2.6 Extracao do cortisol e analise

O tamanho reduzido do zebrafish ndo permite que os niveis de cortisol sejam
analisados através da coleta sanguinea. Sendo assim, seguiu-se a metodologia proposta por
diversos autores [23,36—42], a qual baseia-se na quantificacdo dos niveis do corpo inteiro.
Para tal, oito animais de cada grupo foram submetidos a um protocolo de extra¢do seguindo a
metodologia proposta por Canavello et al. (2011) [43], onde o cortisol do corpo inteiro foi
mensurado em duplicata através do kit de ELISA (Cortisol ELISA kit — USA Diagnostica),
testado e validado para utilizacdo em peixes [44], seguido pelo procedimento de leitura

(Leitor de ELISA Biotek®).

2.7 Analises comportamentais

Para analisar as manifestacdes associadas ao comportamento de ansiedade e estresse,
oito animais de cada grupo foram submetidos ao teste de campo aberto [45], que consistiu em
colocar o animal em um aquério de polibicarbonato transparente, com dimensdes de 11,5¢cm x
34,5cm x 15,5cm e capacidade para 3-L de 4gua. Em cada aquario foram colocados 2-L de
agua na temperatura de 26°C, mantendo-se as mesmas condigdes experimentais. Todos os
animais tiveram sua atividade natatéria registrada durante 10 minutos sem qualquer
interferéncia, com imagens feitas por cadmeras semiprofissionais e ajustes precisos de
distancia e foco para cada aquario.

Os videos foram analisados individualmente através do software EthoVision XT®
(Noldus). Os primeiros 60 segundos de gravagdo foram descartados, considerado como tempo
de adaptacdo do animal ao novo ambiente, ¢ apenas os 300 segundos sequentes foram
analisados. Os parametros avaliados foram o estado de atividade do animal (média de
velocidade em cm/s), atividade locomotora (distdncia percorrida em cm), comportamento
tipo-ansioso (percentual de permanéncia na profundidade do aquario — tempo em segundos),
estado de mobilidade (movel, muito mdvel ou imovel — percentual de tempo em segundos) e

momento do primeiro deslocamento até a superficie do aquario (tempo em segundos).

2.8 Analises estatisticas
Os dados foram expressos em médias e desvio padrdo. A normalidade dos dados foi

analisada pelo teste de Shapiro-wilk. Para dados normais, utilizou-se ANOVA seguida de
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pos-teste com multiplas comparagdes de Tukey. Para dados ndo normais, foi utilizado o teste
Kruskal-wallis seguido de pos teste de Dunn’s. Todas as andlises foram conduzidas com
auxilio do programa GraphPad Prism 7.01. Diferengas foram consideradas significativas com

p <0,05.

3. RESULTADOS

Os animais submetidos ao protocolo de estresse agudo, quando comparados ao grupo
controle, apresentaram linfopenia (p = 0,0038) e trombocitose (p = 0,0005). Os peixes que
foram tratados com diazepam mantiveram as condi¢des basais, semelhantes ao grupo
controle, ndo diferindo significativamente. O grupo Melt. 1 diferiu significativamente (p <
0,0001) do grupo C-, sugerindo uma capacidade da melatonina associada ao estimulo da
proliferacdo de linfocitos (Figuras 1 e 2).

O estresse oxidativo foi significativamente (p<0,00001) evidenciado pelo aumento da
extensdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) nos animais submetidos ao estresse agudo (C-)
quando comparados ao controle (N). O diazepam (p = 0,0004) e a melatonina nas duas
concentragdes (p = 0,0047; p = 0,0003) apresentaram menor formag¢ao de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico, ndo permitindo a ocorréncia da peroxidacao lipidica (Figura 3A).

No grupo de animais submetidos ao estresse agudo (C-), houve aumento significativo
(p = 0,0003) na formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em relacdo ao grupo
controle N. Esse aumento foi impedido no grupo tratado com diazepam (C+) (p = 0,0003), o
que ndo aconteceu nos grupos tratados com melatonina (Melt. 1 e Melt. 2) (Figura 3B). A
atividade da SOD aumentou no grupo tratado com diazepam (C+) de forma significativa (p =
0,0122) em relagdo ao grupo controle N (Figura 3C). A atividade da CAT diminuiu de forma
significativa (p = 0,0142) em relag¢do ao grupo de animais submetidos ao estresse agudo (C-).
Nos grupos de animais tratados com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1 e Melt. 2), observa-
se que a queda da atividade da CAT foi impedida de forma significativa (p = 0,0183; p =
0,0002; p = 0,0003, respectivamente) (Figura 3D).

Houve um aumento de 300% (p = 0,0262) dos niveis de cortisol corporal nos animais
submetidos ao estresse agudo em comparagdo ao controle. A exposi¢do ao diazepam inibiu o
aumento dos niveis de cortisol em comparagdo aos animais submetidos ao estresse
(p<0,0001), bem como o mesmo efeito foi observado nos animais expostos a melatonina na
concentragdo mais alta (13600 nM) (p = 0,0254) (Figura 4).

No estado de atividade e na atividade locomotora, a melatonina na concentragdo mais

alta foi capaz de reduzir de forma significativa as médias de velocidade (p = 0,0249) e
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distancia percorrida (p = 0,0238) dos animais submetidos ao estresse agudo (Figura SA, 5B).
Para o comportamento tipo-ansioso, caraterizado pela permanéncia do animal na
profundidade do aquério a maior parte do tempo, o diazepam nao foi capaz de promover
efeitos. A melatonina na concentragdo maior promoveu um maior tempo de permanéncia dos
animais na profundidade do aquério (p = 0,0004) em relacdo aos animais submetidos ao
estresse (Figura 5C). Isso pdde ser comprovado pelo maior tempo em que o animal
permaneceu imovel (p = 0,0017) (Figura 5D), bem como o tempo médio de ida até a
superficie do aquario pela primeira vez, que diferiu significativamente de todos os outros
grupos (Figura SE). Portanto, ndo ¢ possivel sugerir um efeito ansiogénico da maior
concentragdo de melatonina nos animais submetidos ao estresse agudo, mas sim a promog¢ao

de um estado de sono.

4. DISCUSSAO

Os resultados evidenciaram que a melatonina promove efeitos na atenuacdo das
variaveis associadas ao estresse agudo em zebrafish, alterando o perfil hematologico
promovendo linfocitose, reduzindo o estresse oxidativo associado a peroxidagdo lipidica,
estimulando a atividade antioxidante através da enzima CAT e inibindo o aumento dos niveis
de cortisol corporal. Além disso, a melatonina induz um estado de sono nesses animais,
diminuindo os pardmetros locomotores de forma geral.

O cortisol ¢ um dos biomarcadores de estresse mais utilizados devido sua importante
atuagdo ao longo dos eventos associados a resposta do animal frente a uma situacao de perigo.
Em zebrafish, ¢ um excelente indicador [37,46]. Para os animais submetidos ao estresse
agudo, os niveis de cortisol corporal aumentaram significativamente, constatando a validagao
do modelo de estresse agudo de forma semelhante ao encontrado na literatura [23,30,46—48].
O cortisol participa do processo adaptativo apresentando fungdes mineralocorticoides e
glicocorticoides, e devido a sua facilidade de difusdo, seus niveis aumentam em poucos
minutos e retornam aos niveis basais em até 24 horas [4,49]. O grupo C+ impediu o aumento
dos niveis de cortisol de forma significativa quando comparado ao grupo controle submetido
ao estresse agudo, sugerindo, portanto, uma supressdo dessa condi¢do causada pelo
ansiolitico. Em zebrafish, a exposicdo aguda ao diazepam inibiu o estresse associado ao
cortisol [27]. A melatonina na concentracdo mais alta (13600 nM) foi capaz de impedir o
aumento dos niveis de cortisol, sugerindo um efeito supressor, atenuando os efeitos do
estresse de forma significativa quando comparado ao grupo controle estressado, como ja

reportado pela literatura [19].
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Os resultados das varidveis comportamentais associados ao estado de atividade (média
de velocidade) e a atividade locomotora (distancia percorrida) traduzem um perfil de animais
que, quando colocados em um ambiente desconhecido, assumem um comportamento inato de
fuga, inicialmente associado a um maior tempo de permanéncia na profundidade, seguido pela
exploragdo vertical, movimentos erraticos e episddios de congelamento ou freezing [50].
Dessa forma, independentemente de haver uma fonte estressora ou ndo, um animal colocado
em um novo aquario tende a se locomover mais. Essa hipotese justifica ndo terem sido
encontrados aumentos significativos nesses parametros no grupo de animais submetidos ao
estresse (C-) quando comparados aos controles (N e C+). Em contrapartida, a melatonina na
maior concentragao reduziu significativamente ambos os parametros locomotores.

No zebrafish o comportamento tipo-ansioso caracteriza-se pela permanéncia do
animal a maior parte do tempo na profundidade do aquario, fugindo da superficie [50,51]. No
entanto, ndo necessariamente animais estressados apresentam comportamento caracteristico
de ansiedade, o que pode ser evidenciado pelo fato de que o diazepam ndo afetou o
comportamento de forma significativa. De forma semelhante, Giacomini et al. (2016)
apontaram alteracdes nos niveis de cortisol em resposta ao tratamento com diazepam, porém,
o ansiolitico também ndo foi capaz de promover alteracdes no comportamento dos animais
[52]. Esse resultado evidencia a importincia de relacionar variaveis bioquimicas e
comportamentais, o que ¢ essencial para a melhor compreensdo de todo o processo, ja que
indicativos bioquimicos nem sempre sdo representados a nivel comportamental.

A melatonina na maior concentragdo fez com que os animais passassem a maior parte
do tempo na profundidade do aquario, o que sugeriria um efeito ansiogénico. Porém, ao
analisar o tempo em que o animal permaneceu imédvel, bem como o tempo em que levou para
ir pela primeira vez até a superficie do aquario, ¢ possivel afirmar que os animais assumiram
um estado de sono, ja que houveram diferencas significativas em rela¢do aos grupos controle.
Esse estado de sono mediado pela ativagdo de receptores de membrana especificos foi
evidenciado como um possivel efeito da melatonina em zebrafish [53].

O perfil hematoldgico dos animais submetidos ao estresse contribuiu para a validagao
do modelo por associar-se a linfopenia e trombocitose, como descrito pela literatura [54-56],
inclusive em zebrafish submetidos a um protocolo agudo de exposicao ao ar [30]. Enquanto a
trombocitose pode ser resultado da contragdo esplénica, a linfopenia ocorre devido ao
deslocamento imediato de linfécitos no sangue circulante para outros tecidos [30], podendo
sofrer interferéncia dos glicocorticoides, que induzem a apoptose linfoide e tem seus niveis

aumentados em uma condig¢do de estresse [57-59]. O grupo C+ tratado com diazepam teve o
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perfil de contagem de células sanguineas bem semelhante ao grupo N, ou seja, as condi¢des
basais, o que foi importante para validd-lo como grupo controle positivo. Uma exposi¢ao
cronica ao diazepam sugere alteracdes mais significativas no perfil hematoldgico em peixes,
como redugdes nos globulos vermelhos (hemacias), na contagem de hemoglobina e no
volume celular, além de uma tendéncia inversa associada aos globulos brancos [60].

A linfocitose observada nos animais do grupo Melt. 1 em relagdo ao grupo controle,
em conjunto com a aproximacdo dos resultados do percentual de trombdcitos dos grupos
Naive e C+, caracterizaram um perfil fisiolégico pré-inflamatorio. A melatonina estimula a
proliferacdo de linfécitos e tende a melhorar os niveis de trombocitos [61]. Em peixes, os
trombocitos auxiliam na coagulagdo sanguinea de forma semelhante ao que acontece nos
mamiferos, bem como atuam através da atividade fagocitica na fun¢do de defesa [62],
reduzindo a predisposicao a infec¢des [63].

O estresse oxidativo ocorre sempre que a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), como o radical superoxido (Oy"), o radical hidroxila (OH), o radical hidroperoxila
(OOH) e o peroxido de hidrogénio (H,0O,), excede a capacidade dos sistemas de defesa
antioxidante para neutralizd-las ou elimina-las [64,65], resultando em danos a moléculas
biologicas. Essa possibilidade de danificar as membranas celulares e as lipoproteinas ocorre
através da peroxidagdo lipidica [66], uma das principais contribuintes para a perda da fungao
celular sob estresse oxidativo [67]. As TBARS traduzem a extensdo da peroxidacdo lipidica
[68], e foi observado que seus niveis aumentaram significativamente no grupo de animais
submetidos ao estresse agudo (C-) quando comparado ao controle (Naive), reafirmando a
validagcdo do modelo. Os grupos tratados com diazepam e melatonina tiveram redugdes
significativas nos niveis de MDA quando comparados ao grupo controle estressado (C-).
Portanto, além da semelhanca entre os grupos N e C+, houve um efeito protetor da melatonina
em ambas as concentragdes testadas associado a uma possivel atuagdo antioxidante,
suprimindo o estresse oxidativo [19,69].

O aumento na formacgdo das espécies reativas de oxigénio no grupo C- em relagdo ao
Naive também foi importante para a validacdo do modelo de estresse. Esse aumento parece
ter sido impedido pelo diazepam, mas ndo pela melatonina. Substincias antioxidantes
auxiliam na prevencao dos danos celulares, podendo ser enzimas ou moléculas [70], como a
SOD e a CAT, que auxiliam na defesa antioxidante em uma situacdao de estresse [71]. No
grupo C+, o diazepam foi capaz de aumentar a atividade da SOD e impedir a queda da
atividade da CAT. A SOD faz com que o composto superoxido se transforme em H,0,,

enquanto, a CAT, com sua atividade mantida, degrada o H,O, em O, e H,O. Portanto, para os
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animais tratados com diazepam, ndo ocorreu um aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), nem um consequente aumento da peroxidacdo lipidica (TBARS). Nos
animais tratados com melatonina (Melt. 1 e Melt. 2), a atividade da SOD nao variou, o que
justifica o aumento da produ¢do de ROS mesmo com a diminui¢do da peroxidacao lipidica.
Com a atividade da CAT mantida nesses grupos, a enzima apenas degrada o H,O,, principal
precursor da peroxidagdo lipidica, mas ainda permite a formagdo das outras espécies reativas
de oxigénio devido a presenga do superoxido.

Em relagdo a SOD e a CAT ¢ possivel considerar que existem diversas vias onde essas
enzimas podem estar inseridas, sendo facilmente alteradas pelos mais diversos estimulos.
Estudos anteriores demonstram que a atuagdo da melatonina associa-se a diferentes
mecanismos em diferentes doses, onde concentragdes mais baixas estdo relacionadas a uma
acdo protetora dependente da ativacdo de seus receptores e do aumento da defesa
antioxidante, enquanto concentragdes mais altas induzem a agdo neutralizadora ou
“scavenger” de radicais livres [72]. Portanto, a melatonina possui duas vias de atua¢do no
estresse oxidativo, uma diretamente sobre a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio, €
outra estimulando o efeito de enzimas antioxidantes [69]. Assim, nos animais tratados com
melatonina, pode ter havido um estimulo da SOD de forma semelhante aquele dado pela
condi¢do de estresse, fazendo com que os niveis se aproximassem. Ja em relacdo a CAT, a
atividade foi mantida, ou seja, ¢ possivel considerar uma via de estimulo antioxidante.
Entretanto, no geral, os animais apresentaram um perfil ideal para reduzir o estresse
oxidativo.

O ineditismo deste trabalho contribui para um melhor entendimento das concentragdes
adequadas de melatonina para zebrafish. A maior concentragdo de melatonina foi capaz de
promover efeitos significativos na atenua¢do do estresse, quantificados pelas varidveis
bioquimicas, mas também culminou em um estado de sono verificado a nivel
comportamental. Apesar dos efeitos do estresse serem negativos, animais em estado de sono
também ndo apresentam um comportamento adequado. Portanto, os efeitos da melatonina
ainda precisam ser melhor investigados, principalmente no que diz respeito as vias de
atuagdo, as concentragdes e ao tempo de exposicdo, a relagdo com outros hormoénios e sua
aplicabilidade em humanos. Além disso, os resultados encontrados neste estudo permitem

afirmar que o zebrafish ¢ um modelo vélido para pesquisas com estresse agudo.
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5. CONCLUSAO

A melatonina modula os efeitos do estresse em relagdo ao perfil hematologico
(linfocitose), reducdo da peroxidacdo lipidica, estimulo da atividade enzimatica antioxidante,
inibicdo do aumento dos niveis de cortisol e redug¢do dos pardmetros locomotores, induzindo

um estado de sono.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Para a contagem diferencial de células sanguineas, utiliza-se 100 células em cada
lamina para estabelecimento do percentual de cada componente celular, sendo considerados
trombocitos, linfocitos, eosinofilos, mondcitos, neutrofilos, basodfilos e leucdcitos granulares.
(A) Seta apontando um leucdcito granular. (B) Seta apontando um neutréfilo. (C) Seta
apontando um linfocito. (D) Seta da esquerda apontando um neutrdfilo e da direita um
linfocito. (E) Seta apontando um mondcito. (F) Seta apontando um baséfilo.

Figura 2. Perfil hematoldgico envolvendo células de defesa sanguinea de zebrafish
submetidos ao estresse agudo (C-) e tratados com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1; Melt.
2). (A) Percentual de linfécitos no sangue. (B) Percentual de trombocitos no sangue. Two-way
ANOVA seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey. * significa diferenca
estatistica determinada por p < 0,05. Naive: grupo controle.

Figura 3. Perfil enzimdtico associado a formagdo de substancias reativas com o &4cido
tiobarbitirico (TBARS), formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e atividade das
enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). One-way ANOVA
seguida pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey. * significa diferenca estatistica
determinada por p < 0,05. Naive: grupo controle.

Figura 4. Niveis de cortisol corporal (ng / g) de zebrafish submetidos ao estresse agudo (C-) e
tratados com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1; Melt. 2). Kruskal-wallis seguido pelo
teste de multiplas comparagdes de Dunn’s. * significa diferenca estatistica determinada por p
< 0,05. Naive: grupo controle.

Figura 5. Varidveis comportamentais analisadas em zebrafish submetidos ao estresse agudo
(C-) e tratados com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1; Melt. 2). (A) Atividade locomotora
(média de velocidade em cm / s). (B) Estado de atividade (distdncia percorrida em cm). (C)
Comportamento tipo-ansioso (percentual de permanéncia na profundidade em s). (D) Estado
de mobilidade (percentual de tempo imovel). (E) Momento da primeira visita a superficie do
aquario (s). Kruskal-wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunn’s. *
significa diferenga estatistica determinada por p < 0,05. Naive: grupo controle.
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ARTIGO 2 - EXPOSICAO CRONICA A MELATONINA E AO DIAZEPAM EM
ZEBRAFISH (Danio rerio) SUBMETIDOS AO ESTRESSE

Artigo segue as normas do perioddico Fish Physiology and Biochemistry, ao qual sera
submetido.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da exposicdo cronica a
melatonina e ao diazepam em zebrafish (Danio rerio) submetidos ao estresse. 120 wild-type
foram divididos em cinco diferentes grupos: controle Naive (N), controle negativo com
animais submetidos a um protocolo de estresse cronico (C-), animais expostos cronicamente
ao diazepam (C+) e a duas concentragdes de melatonina (Melt. 1 com 6800 nM e Melt. 2
com 13600 nM). O protocolo de estresse cronico foi baseado na condugdo de diferentes fontes
estressoras em diferentes horarios durante oito dias. Foram contabilizadas as células de defesa
sanguinea, quantificada a atividade enzimatica e mensurados os niveis de cortisol corporal.
Todos os animais foram submetidos ao teste de campo aberto, analisado através do software
EthoVision XT® (Noldus). Ocorreu trombocitose significativa no grupo de animais
estressados, com trombocitopenia naqueles tratados com diazepam. A extensdo da
peroxidacdo lipidica (TBARS) foi evidenciada de forma significativa no grupo estressado, e
tanto o diazepam quanto a melatonina nas duas concentragdes testadas favoreceram a reducgao
do estresse oxidativo. Em relagdo a enzima superdxido dismutase (SOD), os animais tratados
com diazepam apresentaram sua atividade aumentada em relagdo aos grupos N e C-. Na
atividade da catalase (CAT) ndo houveram alteragdes significativas. Nao houveram variagdes
nos niveis de cortisol corporal entre os grupos. Os animais expostos a melatonina
apresentaram uma média de atividade natatdria significativamente superior ao grupo controle
€ aos animais expostos ao diazepam, e aqueles tratados com a concentragdo menor
apresentaram imobilidade significativamente inferior em relagdo ao grupo controle N e C+,

portanto, a melatonina ndo induziu estado de sono nesses animais.

Palavras-chave: Peixe. Indolamina. Locomogao. Ansiolitico. Estresse oxidativo.

Introduciao

O zebrafish (Danio rerio) é um vertebrado aquético de pequeno porte (3-4cm) amplamente
utilizado em pesquisas nas areas biomédicas e biologia comparativa e evolutiva, caracterizado
dentro de uma grande diversidade de espécies e mutagdes (Parichy 2007). Quando comparado
a outros modelos mais comumente utilizados no meio experimental, como a drosoéfila e o
camundongo, apresenta inumeras vantagens, como seu desenvolvimento embrionario externo
e transparente, sua grande capacidade reprodutiva (cerca de 200/fémea/dia), o tempo para

atingir a idade adulta (60-90 dias) e seu baixo custo de manuten¢ao diaria. Outro fator inclui a
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possibilidade da sua utilizagdo como modelo para testes pré-clinicos dos mais diversos
compostos em diversos animais simultaneamente expostos diretamente na dgua (Kalueff et al.
2014; Siebel et al. 2015). Neste contexto, o repertério comportamental do zebrafish tem sido
muito utilizado em diversos campos especificos de pesquisa auxiliando na compreensio de
muitos fendmenos, como ansiedade e respostas ao estresse (Stewart et al. 2011; Dametto et al.
2018).

O estresse ¢ uma condi¢do induzida por um fator que gera uma resposta endocrina que pode
ser benéfica ou desvantajosa (Gorissen and Flik 2016). Os estressores podem variar de muito
breves até prolongados ou permanentes, no entanto, os conceitos “agudo” e “cronico”
referem-se muito mais a duracdo das consequéncias sobre a fisiologia do animal (Boonstra
2013). Normalmente, o estresse cronico associa-se a condigdes que trazem prejuizos ao
animal, podendo causar um estado de anorexia, alteracdes nos padrdes locomotores e
aumentos nos niveis de cortisol no plasma e nos niveis de serotonina no cérebro (Sorensen et
al. 2011, 2012). Se a resposta endocrina ndo resultar em uma recuperagdo oportuna, a
regulacdo homeostdtica permanece perturbada, o sistema imune ¢ suprimido e patologias
poderdo surgir (Nardocci et al. 2014; Gorissen and Flik 2016).

Por tratar-se de uma situacdo de desequilibrio homeostatico, e principalmente por gerar
consequéncias muitas vezes irreversiveis, busca-se cada vez mais mecanismos capazes de
prevenir as circunstancias associadas ao estresse (Rambo et al. 2017; Marcon et al. 2018).
Associado a isso, a melatonina, um hormdnio produzido pela glandula pineal conhecido como
um importante regulador do ritmo bioldgico, tem se destacado por outros diversos efeitos,
apesar de ainda ndo estarem totalmente esclarecidos na literatura (Falcon et al. 2010; Esteban
et al. 2013; Feng and Bass 2014; Lima-Cabello et al. 2014; Vielma et al. 2014; Wai et al.
2014; Maitra and Hasan 2016; DIAS et al. 2017).

Por outro lado, a ansiedade representa uma resposta a ameacas futuras ou possiveis,
geralmente manifestadas em comportamentos associados a evitagdo (Craske et al. 2009) e
padroes de natacdo em direcdo ao fundo (Levin et al. 2007). Nesse sentido, os
benzodiazepinicos como o diazepam sdo conhecidos por causar um efeito promotor de sono
(sedagdo), e isso ocorre pela ativagdo dos receptores GABA (Zhdanova et al. 2001; Savi¢ et al.
2006). Seu uso prolongado aumenta o risco de abuso e dependéncia (Janhsen et al. 2015).
Diante da necessidade de novos estudos envolvendo modelos de estresse e ansiedade,
associando o esclarecimento dos possiveis mecanismos de acdo hormonal, este estudo foi
executado com o objetivo de verificar os possiveis efeitos da exposi¢do cronica a melatonina

e ao diazepam em zebrafish (Danio rerio) submetidos ao estresse cronico.
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Material e métodos

Animais

Foram utilizados neste estudo 120 zebrafish wild-type adultos de ambos os sexos (0,305 +
0,11 g). Os animais foram distribuidos aleatoriamente em aquérios de 20-L e aclimatados
durante dez dias (2 animais por litro). Foram mantidas as condi¢des experimentais
caracterizadas pela manutencdo da temperatura por termostatos a 26°C+2, bombas de
oxigenacdo individuais e monitoramento diario dos parametros de qualidade da 4gua (pH 7,0,
oxigénio dissolvido 7,5 mgO,/L, amodnia ideal = 0). Durante o periodo experimental, os
animais foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo floculada nutricionalmente adequada
para a espécie (Alcon BASIC®, Alcon, Brasil) e mantidos em fotoperiodo de 14h luz/10h
escuro. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos mediante aprovagdo da

Comisséo de Etica no Uso de Animais (001/2018, CEUA-Unilavras).

Protocolo de estresse
O protocolo de estresse cronico foi desenvolvido com base em estudos anteriores

(Zimmermann et al. 2016; Fulcher et al. 2017) e estd resumido na tabela 1.

Tabela 1 Protocolo de estresse cronico desenvolvido ao longo de oito dias (D1-DS8) utilizando

diferentes estressores em diferentes horarios

Dias Horéario Estresse
D1 10:00 Substituir % da agua 3 vezes consecutivas
15:00 Aumentar a temperatura para 33°C durante 30 minutos
D2 11:00 Exposicdo ao ar por 1 minuto
17:00 Diminuir a temperatura para 23°C durante 30 minutos
D3 11:30 Colocar os animais em um béquer com 600 mL por 50 minutos
14:30 Exposi¢do ao predador (Astronotus ocellatus) por 50 minutos
D4 10:00 Exposi¢do do dorso por 2 minutos e reposicao da agua
16:00 Mudanga de tanque 3 vezes consecutivas
D5 09:00 Diminuir a temperatura para 23°C durante 30 minutos
15:00 Colocar os animais em um béquer com 600 mL por 50 minutos
D6 12:00 Mudanga de tanque 3 vezes consecutivas
18:30 Perseguicao com a rede por 8§ minutos
D7 09:30 Aumentar a temperatura para 33°C durante 30 minutos
13:00 Exposi¢do ao ar por 1 minuto
DS 10:30 Colocar os animais em um béquer com 600 mL por 50 minutos
17:30 Exposi¢do do dorso por 2 minutos e reposicao da agua

Fonte: Protocolo desenvolvido pelo autor, baseado em Zimmermann et al. 2016 e Fulcher et al. 2017.
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Os animais foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos:

+ Grupo naive (N): ndo submetidos ao estresse nem expostos a qualquer tipo de composto;

+  Grupo controle negativo (C-): apenas submetidos ao estresse;

+  Grupo controle positivo (C+): submetidos ao estresse e tratados com diazepam;

« Grupo concentragdo 1 (Melt. 1): submetidos ao estresse e tratados com baixa dose de
melatonina (6800 nM);

- Grupo concentracdo 2 (Melt. 2): submetidos ao estresse e tratados com alta dose de

melatonina. (13600 nM).

Exposicdo a melatonina (Melt. 1; Melt. 2) e ao diazepam (C+)

O protocolo de exposicdo foi repetido ao longo dos oito dias, as 8:30h, e consistiu na
exposicao a 0,16 mg/mL de diazepam durante 10 minutos (Gebauer et al. 2011; De Abreu et
al. 2014) e a duas diferentes concentragdes de melatonina (6800 nM e 13600 nM) durante 20
minutos.

No momento da exposi¢do ao diazepam e a melatonina, todos os animais eram transportados
para um aqudrio de destino, evitando possiveis interferéncias de residuos acumulados na agua.
Ao final do protocolo, os mesmos eram transferidos de volta para seus aquarios de estoque.
Todos os animais em tratamento foram submetidos aos mesmos procedimentos de transporte
a fim de evitar quaisquer interferéncias nos resultados provindas de fatores externos.
Diariamente, apds a exposi¢do, os animais foram submetidos ao protocolo de estresse cronico.
Os protocolos de coleta foram realizados no nono dia, associadas ao perfil hematologico e a

atividade enzimadtica, aos niveis de cortisol corporal e as varidveis comportamentais.

Coleta e analises de sangue e da atividade enzimatica

Ap6s os oito dias de estresse cronico, para analisar o perfil hematologico, os animais (n = 8
por grupo) foram eutanasiados por imersdo em agua gelada (0-4°C) até sua completa
imobilizacdo (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal 2015). Em seguida,
foi realizada uma sec¢do transversal entre as nadadeiras caudal e anal, e, com um tubo capilar
heparinizado, foi coletado o sangue que vertia dessa incisdo, utilizado para confeccdo de
laminas de extensdo sanguinea (Pedroso et al. 2012). Foram contabilizadas de forma
diferencial as células sanguineas de defesa organica (trombocitos e leucocitos) (Grzelak et al.
2017).

O perfil enzimatico associado ao estresse oxidativo foi analisado através da atividade das

substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e das enzimas superoxido dismutase
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(SOD) e catalase (CAT) no corpo inteiro de 40 animais (8 em cada grupo). Os animais foram
macerados em nitrogénio liquido e as amostras foram pesadas e homogeneizadas em solugao
tampao-fosfato 5S0mM (pH = 7,2). O homogenato foi centrifugado (10500g, 4°C, 10 minutos)
para obten¢do do sobrenadante para dosagem de TBARS e determinagdo das atividades de
SOD e CAT.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela formacdo de TBARS, identificada pelo
malonaldeido (MDA), formado a partir da degrada¢do de 4cidos graxos poliinsaturados
(Buege and Aust 1978). O resultado foi expresso em nmol de MDA/g de proteina,
normalizado pela concentragdo de proteinas dos tecidos, utilizando a albumina como padrao
(Lowry et al. 1951).

A dosagem da atividade da superdxido dismutase (SOD) baseou--se na sua habilidade em
catalisar a dismutacdo de radicais superdxidos (Oz-), @ HyO; e O,, diminuindo a razdo de
auto-oxidagdo do pirogalol, portanto, seu resultado foi expresso em Unidades por mg de
proteina (U/mg proteinas) (Dieterich et al. 2000).

A dosagem da atividade da CAT baseou-se no decaimento da absorbancia do perdxido de
hidrogénio (H20,) — (Az240) pela decomposi¢do deste pela catalase (2H,O0, — 2H,0 + Oy),
assim, seu resultado foi expresso por concentragdo de proteina (Atividade/mg de proteina)

(Aebi 1984).

Extra¢cdo e mensuracao do cortisol corporal

Oito animais de cada grupo foram mantidos congelados apds o estresse cronico,
posteriormente submetidos aos procedimentos de extracdo e andlise. Para a extracdo do
cortisol, as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, diluidas em solugdo fosfato-
salino (PBS), dissolvidas em éter dietilico, centrifugadas por 5 minutos a 10500g e
evaporadas por aspersdo em nitrogénio (Canavello et al. 2011). A aliquota foi ressuspendida
em PBS e o cortisol foi mensurado em duplicada pelo kit ELISA (Cortisol ELISA kit — USA
Diagnéstica) validado para peixes (Velasco-Santamaria and Cruz-Casallas 2007), seguido

pelo procedimento de leitura (Leitor de ELISA Biotek®).

Variaveis comportamentais

Os parametros comportamentais associados ao estado de atividade (média de velocidade),
atividade locomotora (distancia percorrida), comportamento tipo-ansioso (permanéncia na
profundidade do aquério), estado de mobilidade (tempo imodvel) e primeira visita a superficie

do aquario foram avaliados individualmente em oito animais de cada grupo.
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O software EthoVision XT® (Noldus) foi utilizado para quantificar a atividade natatoria dos
peixes durante 300 segundos de video (teste de campo aberto) (Siebel et al. 2015) seguintes
aos primeiros 60 segundos de gravacao, que foram desconsiderados. As imagens foram feitas
por cameras semiprofissionais, com ajustes precisos de distancia e foco para cada aquario,

sem qualquer possibilidade de interferéncia externa durante o tempo de gravagao.

Andlises estatisticas

O teste de Shapiro-wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados, seguidos por
ANOVA e pos-teste com multiplas comparacdes de Tukey para dados paramétricos e teste de
Kruskal-wallis seguido do p6s teste de Dunn’s para dados ndo paramétricos. Todas as analises
foram conduzidas com auxilio do programa GraphPad Prism 7.01. Diferencas significativas

foram consideradas quando p < 0,05.

Resultados

Perfil hematologico e estresse oxidativo

A contagem das células de defesa sanguinea esta representada na figura 1 através de linfocitos
(Figura 1A) e trombocitos (Figura 1B). O grupo de animais tratados com diazepam
apresentou um perfil semelhante ao grupo controle (N), assim como a melatonina na maior
concentragdo (13600 nM). No grupo de animais submetidos ao estresse cronico (C-), ocorreu
trombocitose significativa (p = 0,0383) em comparagao ao controle (N).

Os animais tratados com diazepam apresentaram trombocitopenia significativa (p = 0,014),
aproximando o perfil hematolégico do grupo controle N. A menor concentracdo de
melatonina (6800 nM) ndo foi capaz de conter a trombocitose possivelmente promovida pela
condi¢do cronica de estresse. Ja os animais tratados com a maior concentracdo de melatonina
(13600 nM) apresentaram um perfil semelhante ao grupo controle N e aos animais expostos
ao diazepam.

Na Figura 2 observa-se os resultados do perfil enzimatico associado ao estresse oxidativo com
base na formag¢do de TBARS (Figura 2A) e atividade das enzimas SOD (Figura 2B) e CAT
(Figura 2C). A extensdo da peroxidagdo lipidica foi evidenciada de forma significativa (p =
0,0011) no grupo de animais submetidos ao estresse cronico (C-) em comparacio ao controle
(N). O diazepam foi capaz de reduzir significativamente (p < 0,0002) a formacdo dessas
substancias reativas, aproximando os valores do grupo controle (N). A melatonina nas duas

concentracdes testadas também favoreceu a redugdo do estresse oxidativo de forma
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significativa (p = 0,0008). Em relagdo a SOD, os animais tratados com diazepam
apresentaram sua atividade aumentada em relagdo aos grupos controle Naive (N) (p = 0,0481)
e submetidos ao estresse cronico (C-) (p = 0,0465). Na atividade da CAT nao houveram

alteragdes significativas.

Niveis de cortisol corporal
Para os niveis de cortisol corporal, como demonstrado pela Figura 3, houve uma tendéncia de
aumento no grupo de animais submetidos ao estresse (C-) quando comparados ao controle (N),

no entanto, nenhuma variacao foi estatisticamente significativa.

Comportamento

A Figura 4 demonstra os resultados encontrados a nivel comportamental para o estado de
atividade (Figura 4A), atividade locomotora (Figura 4B), comportamento tipo-ansioso (Figura
4C) e estado de mobilidade (Figura 4D). As médias de velocidade e distancia percorrida
foram semelhantes entre os grupos controle (N), animais submetidos ao estresse cronico e
expostos ao diazepam. Os animais expostos a melatonina nas duas concentragdes
apresentaram uma média de atividade natatoria significativamente (p = 0,0064; p = 0,277)
superior ao grupo controle N e aos animais expostos ao diazepam (p = 0,0044; p = 0,0198).
Para o comportamento tipo-ansioso, ndo houveram diferengas significativas entre os grupos.
Os animais tratados com melatonina na concentracdo menor apresentaram imobilidade
significativamente inferior em relacdo ao grupo controle N (p = 0,0238) e C+ (p = 0,0287),

portanto, a melatonina ndo induziu estado de sono nesses animais.

Discussao

Os resultados evidenciaram que o estresse promove alteracdes no perfil hematoldgico
(trombocitose) e no aumento da peroxidagao lipidica evidenciado pelas TBARS. A exposi¢do
cronica ao diazepam refletiu em trombocitopenia, redugdo do estresse oxidativo e aumento de
atividade da SOD. A melatonina também favoreceu a reduc¢dao do estresse oxidativo ¢ nao
induziu estado de sono nos animais.
O perfil hematoldgico no estresse cronico (cinco dias, duas vezes ao dia) foi descrito em
zebrafish por Grzelak et al. (2017), onde essa condigdo induziu linfopenia e monocitose mas
ndo promoveu alteracdes significativas em relagdo aos neutrdfilos. A tendéncia a linfopenia
foi evidenciada nos animais neste estudo, no entanto, essa variacdo ndo foi significativa.

Como o protocolo deste estudo continha trés dias a mais, ¢ possivel que os animais tenham
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desencadeado um efeito de acomodagao, ja que a linfopenia ¢ resultante da liberagdo imediata
dessas células na corrente sanguinea e nos tecidos. A exposi¢cdo cronica a glicocorticoides
como o cortisol podem induzir a apoptose de células linfoides, podendo levar a
linfotoxicidade, hipoplasia linfoide e diminui¢do da linfopoiese (Schwartzman and Cidlowski
1994; Weyts et al. 1998; Verburg-Van Kemenade et al. 1999). Como ndo houveram variagdes
significativas nos niveis de cortisol, essa ¢ uma hipotese para que a linfopenia também nao
tenha sido significativa.

Uma exposicao cronica ao diazepam dose-dependente sugere alteragdes mais significativas no
perfil hematologico de peixes, aumentando o numero de linfocitos apenas no inicio, mas nao
promovendo alteracdes significativas tardiamente (Ogueji et al. 2017). Os grupos tratados
com melatonina mantiveram perfil semelhante ao grupo controle N e ao diazepam, ou seja,
apresentaram um perfil pré-inflamatério. Essa tendéncia corrobora com os achados da
literatura de que esse hormodnio pode estimular a proliferacdo de linfécitos (Esteban et al.
2013). A trombocitose significativa no grupo de animais cronicamente estressados foi
importante para a validagdo do modelo utilizado neste estudo, j& que era um resultado
esperado em uma condicdo de estresse (Wedemeyer et al. 1984; Dick and Dixon 1985;
Ruparelia et al. 1990), bem como a trombocitopenia nos animais tratados com diazepam.
Quando as substancias reativas ao acido tiobarbiturico estdo aumentadas, traduzem a extensao
da peroxidagdo lipidica possivelmente resultante do estresse oxidativo, que ocorre toda vez
que os sistemas de defesa antioxidante ndo sdo capazes de controlar as espécies reativas ao
oxigénio (ROS) (Sies 1985; Martinez-Cayuela 1995; Agarwal et al. 2003; Bartoskova et al.
2013). Isso foi observado nos animais estressados cronicamente em comparacdo ao grupo
controle, contribuindo para a validagdo desse protocolo de estresse cronico em zebrafish.

A exposi¢do cronica ao diazepam e a melatonina foi capaz de promover um efeito atenuante e
possivelmente antioxidante associado ao estresse, considerando que os niveis de TBARS
foram significativamente menores em relacdo ao grupo C-. Outros autores tem estudado as
vias de atuagdo da melatonina no estresse oxidativo, sugerindo que esse horménio pode atuar
indiretamente, estimulando a atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, entre outras), ou diretamente, inibindo as espécies reativas de
oxigénio (Bonnefont-Rousselot and Collin 2010). No entanto, diversas outras vias de atuagdo
podem estar vinculadas aos efeitos antioxidantes que auxiliam na prevencdo de danos
celulares, o que envolve enzimas e moléculas (Bartoskova et al. 2013).

No grupo C+ a atividade da SOD foi significativamente aumentada em relagdo aos grupos N e

C-. A SOD catalisa a dismutagdo do superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio,
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caracterizando uma importante defesa antioxidante. Seu aumento contribui para a eliminagao
de espécies reativas de oxigénio através de processos de dismutacdo, decomposicdo e
desintoxica¢do (Zhang et al. 2004; Bartoskova et al. 2013), podendo, portanto, auxiliar em
uma condi¢do de estresse (Wang et al. 2011). Como os valores de SOD e CAT nao
apresentaram variagdes significativas dos grupos tratados com melatonina em relagdo aos
outros grupos (N, C- e C+), apesar da caracterizagdo de um perfil de enfrentamento ao
estresse oxidativo, ndo ¢ possivel afirmar que essa exposi¢do cronica promova efeitos
antioxidantes, e isso pode estar associado aos diferentes estimulos para ativagdo dessas
enzimas em uma condigdo estressante tempo-dependente.

Apesar do cortisol ser amplamente aceito como um bom indicador de estresse em peixes
(Gesto et al. 2015), sabe-se que seu aumento ¢ rapido e expressivo em condicdes de estresse
agudo (Ramsay et al. 2009; Fulcher et al. 2017; Cortés et al. 2018). Grande parte do cortisol
no sangue circula ligado a proteinas transportadoras, podendo interagir com diversos
hormoénios (Mommsen et al. 1999). Em peixes, existe um feedback que controla a liberagao
do cortisol, onde altos niveis circulantes desse hormdnio promovem uma retroalimentacdo
negativa na producdo e liberacdo de hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), que estimula a
sintese do cortisol, pela hipofise. O cortisol também pode apresentar feedback sobre o
hipotdlamo e influenciar a liberacdo dos hormoénios liberadores de corticotrofinas (CRFs)
(Lima et al. 2006; @Overli et al. 2007; Oba et al. 2009).

Inicialmente, os animais podem ter apresentado um aumento nos niveis de cortisol, como
ocorre em animais com as mesmas caracteristicas submetidos a uma situacao de estresse
agudo (Lunkes et al., dados ndo publicados). Porém, durante a exposi¢do prolongada,
assumiram uma condi¢do de acomodacdo. De acordo com Wendelaar Bonga (1997), quando o
estressor ¢ cronico, as concentragdes de cortisol podem permanecer elevadas, mas
normalmente ficam abaixo dos niveis méximos. Pesquisas anteriores demonstraram algumas
fontes estressoras cronicas em diferentes intervalos de tempo que também ndo modificaram os
niveis de cortisol (Manuel et al. 2014; Pavlidis et al. 2015) ou até mesmo reduziram (Shams et
al. 2017).

Além disso, a auséncia de niveis elevados de cortisol ndo necessariamente esta relacionada a
auséncia do estresse, 0 que comumente acontece no estresse cronico, com niveis mais baixos
dificilmente diferenciados do repouso, porém, podendo gerar sérias implicagdes na depressao
do sistema imunoldgico e na resisténcia a doencas (Wendelaar Bonga 1997; Mommsen et al.
1999; Lima et al. 2006). E importante destacar que o perfil de cortisol circulante pode variar

em concentragdes basais médias de acordo com a divergéncia na especificidade dos métodos
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de andlise, pelas diferentes condi¢des de criacdo dos peixes, por procedimentos de captura e
mesmo por fatores naturais e bioldgicos (Barton and Iwama 1991).

Observa-se nos resultados encontrados para as varidveis comportamentais associadas ao
estado de atividade do animal (média de velocidade em cm/s) e a atividade locomotora
(distancia percorrida em cm) um perfil semelhante entre os animais do grupo controle (N),
submetidos ao estresse cronico (C-) e tratados com diazepam (C+). Em condicdes de estresse
agudo, o aumento do cortisol faz com que a atividade locomotora do animal aumente,
principalmente durante a primeira hora (QDverli et al. 2002). Apds 48 horas, diante de uma
situacdo de estresse ja considerada cronica, a locomogdo e a agressividade normalmente
diminuem.

Como os valores de cortisol ndo diferiram de forma significativa entre os grupos, ¢ possivel
que a atividade natatoria tenha sido pouco influenciada pelo estresse cronico, sugerindo uma
condi¢do de adaptacdo. Apesar dos valores das médias serem superiores no grupo estressado,
enquanto os grupos N e C+ mantiveram padrdes semelhantes, a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. Para peixes, especificamente em zebrafish, sempre que o
animal assume uma condi¢do exploratoria de um ambiente até entdo desconhecido, seu
comportamento inicial associa-se a fuga, seguido por uma exploragdo mais vertical associada
a uma maior quantidade de movimentos erraticos e freezing, que sdo caracterizados por
episodios de congelamento do animal (Kysil et al. 2017).

Durante a filmagem, todos os animais foram individualmente alocados em aquarios
individuais com as mesmas condi¢gdes experimentais. Apesar das especificacdes do teste de
campo aberto ndo sugerirem um tempo padrdo (Siebel et al. 2015), o primeiro minuto de
filmagem foi descartado da andlise, objetivando desconsiderar esse periodo de adaptagdo.
Ainda assim, esse comportamento exploratério dos animais do grupo controle pode ter sido
evidenciado, dadas as médias de deslocamento e velocidade. Testes amplamente utilizados
em zebrafish, como o teste de mergulho em um novo tanque, sugerem at¢ 6 minutos de
exploragdo do animal nesse novo ambiente (Cachat et al. 2011). Os animais expostos a
melatonina apresentaram, de forma significativa, maiores médias de velocidade e distancia
percorrida quando comparados ao grupo controle (N). Como a exposi¢do a melatonina era
feita diariamente, ¢ possivel que tenha sido caracterizada como um fator estressante a mais, ja
que estressores quimicos podem provocar respostas inespecificas em peixes (Barton 2002).
Naturalmente, a reacdo do animal depende do tipo de estressor, sua intensidade e eventual

repeti¢do (Korte et al. 2007; Schreck 2010).
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Para os animais expostos ao diazepam, ¢ possivel que sua a¢do sedativa tenha controlado esse
efeito estressor adicional. Para o comportamento tipo-ansioso, todos os animais demonstraram
preferéncia pela profundidade do aquario. Em zebrafish, a mensuragdo da preferéncia pela
superficie ou profundidade no tanque ¢ uma medida util de ansiedade (Levin et al. 2007), e
tratamentos com exposicao aguda a nicotina aguda (Levin et al. 2007), buspirona (Bencan et
al. 2009) e exposicdo cronica a fluoxetina (Egan et al. 2009) promovem efeitos ansioliticos,
reduzindo a permanéncia do animal na profundidade do aqudrio. No entanto, alguns
benzodiazepinicos como diazepam e clordiazepéxido podem apresentar resultados
inconsistentes (Bencan et al. 2009), ainda que existam trabalhos apontando seus efeitos
(Gebauer et al. 2011; De Abreu et al. 2014).

Considerando as médias de imobilidade, a melatonina ndo foi capaz de promover um estado
de sono nos animais expostos de forma cronica ao longo dois oito dias, pois os animais
tratados na concentracdes menor permaneceram imoveis durante um tempo
significativamente inferior em relacdo ao grupo controle N e aos animais tratados com
diazepam. Existe uma ampla distribuicdo de receptores dentro de um conjunto de atividades
ritmicas associadas a melatonina, traduzindo multiplos efeitos na regulacdo neuroenddcrina
(Falcon et al. 2007, 2011). Como nos mamiferos, em peixes a melatonina pode ser produzida
em tecidos extrapineais além da retina (Venegas et al. 2012; Acufia-Castroviejo et al. 2014), e
nesses tecidos os receptores podem variar amplamente. Portanto, uma exposi¢do cronica
poderia estimular diferentes vias em diversos momentos, podendo modificar, inclusive, a
sensibilidade dos receptores em relagdo ao hormonio melatonina.

A fisiologia do estresse em peixes e os paradigmas que descrevem a forma como esses
animais respondem a esses eventos vem, cada vez mais, sendo pesquisados e compreendidos.
No entanto, ainda existem inimeras incognitas a serem solucionadas para que nosso
entendimento seja mais abrangente. Apesar de termos condi¢des relativamente de qualidade
para perceber quando um animal estd estressado, como os niveis hormonais acima das
concentragdes basais, ainda hé pouca evidéncia para prever quando os peixes se recuperaram
da exposi¢do a estressores, principalmente os cronicos. Portanto, concentragdes circulantes de
hormoénios ou outros fatores, até mesmo comportamentais, ndo significam necessariamente
que o peixe tenha se recuperado completamente. Por isso, ¢ tdo importante que sejam
desenvolvidos estudos que correlacionem as mais diversas varidveis, ja que nem sempre

indicativos comportamentais sdo comprovados a nivel bioquimico.



101

Conclusao

Os resultados permitem concluir que o zebrafish ¢ um modelo possivelmente utilizado na
conducdo de estudos associados ao estresse. O protocolo de estresse cronico gerou alteracdes
no perfil hematoldgico associado a trombocitose e no aumento dos niveis de TBARS,
refletindo na peroxidacdo lipidica. A exposi¢do cronica ao diazepam promoveu efeitos em
animais estressados associados ao perfil hematologico (trombocitopenia) e a redug¢do dos
niveis de TBARS. A exposi¢do cronica a melatonina nas concentragdes de 6800 e 13600 nM
reduziu os niveis de TBARS e promoveu aumento no estado de atividade locomotora,
sugerindo que a exposicdo cronica a melatonina ndo promove efeitos significativos na

prevencao do estresse.
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Figura 1 Perfil de contagem células de defesa sanguinea de zebrafish submetidos ao estresse
cronico (C-) e tratados com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1; Melt. 2). (A) Linfocitos
(%) no sangue. (B) Trombocitos (%) no sangue. ANOVA seguida pelo teste de multiplas
comparagdes de Tukey. * significa diferenca estatistica determinada por p < 0,05. Naive:

grupo controle. (Figura criada com auxilio do software GraphPad Prism versdo 7.01)

Figura 2 Caracterizacdo do perfil de estresse oxidativo associado a formagao de substancias
reativas com o acido tiobarbitirico (TBARS) e atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). ANOVA seguida pelo teste de multiplas
comparagdes de Tukey. * significa diferenca estatistica determinada por p < 0,05. Naive:

grupo controle. (Figura criada com auxilio do software GraphPad Prism versdo 7.01)

Figura 3 Cortisol corporal (ng / g) de zebrafish submetidos ao estresse cronico (C-) e tratados
com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1; Melt. 2). ANOVA seguida pelo teste de multiplas
comparagdes de Tukey. * significa diferenca estatistica determinada por p < 0,05. Naive:

grupo controle. (Figura criada com auxilio do software GraphPad Prism versdo 7.01)

Figura 4 Analise comportamental de zebrafish submetidos ao estresse cronico (C-) e tratados
com diazepam (C+) e melatonina (Melt. 1; Melt. 2). (A) Atividade locomotora (média de
velocidade em cm / s). (B) Estado de atividade (distdncia percorrida em cm). (C)
Comportamento tipo-ansioso (percentual de permanéncia na profundidade em s). (D) Estado
de mobilidade (percentual de tempo imovel). (A)(D) Kruskal-wallis seguido pelo teste de
multiplas comparagdes de Dunn’s; (B)(C) ANOVA seguida pelo teste de multiplas
comparagdes de Tukey. * significa diferenca estatistica determinada por p < 0,05. Naive:

grupo controle. (Figura criada com auxilio do software GraphPad Prism versdo 7.01)
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