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RESUMO

ANALISE DO COMPORTAMENTO TIPO AGRESSIVO EM
RESPOSTA A SUBSTANCIA DE ALARME EM DIFERENTES
LINHAGENS DE PEIXE ZEBRA

AUTORA: Tamie Duarte
ORIENTADOR: Denis Broock Rosemberg

A substancia de alarme é produzida por peixes e liberada em ataque predador, o
gue desencadeia respostas aversivas de medo ou agressdo nos Seus Co-
especificos. A agressividade, além de ser uma resposta adaptativa dos animais, esta
relacionada as desordens comportamentais dos seres humanos. Diversos estudos
tem associado 0 neurotransmissor serotonina e a enzima monoamina oxidase
(MAO) a agressividade. A fim de compreender melhor as bases biologicas de
agressao e da substancia de alarme, neste trabalho avaliou-se as alteracdes
comportamentais agonisticas e neuroquimicas promovidas pela substancia de
alarme em diferentes linhagens de peixe zebra (Danio rerio), que utiliza o teste de
agressividade induzida por espelho. Os resultados demonstraram que a modulacéo
da MAOz na medida experimental aguda da substancia de alarme é dependente da

linhagem estudada.

Palavras-Chave: Substancia de Alarme. Peixe zebra. Linhagens. Comportamento
agressivo. Monoamina Oxidase.



ABSTRACT

ANALYSIS OF AGGRESSIVE-LIKE BEHAVIOR IN
RESPONSE TO ALARM SUBSTANCE IN DIFFERENT
ZEBRAFISH STRAINS

AUTHOR: Tamie Duarte
ADVISOR: Denis Brook Rosemberg

The alarm substance is produced and released by fish in predator attack, triggering
aversive responses of fear or aggression in their conspecifics. The aggressiveness,
despite being an adaptively response of animal is related to behavioral disorders in
humans. Several studies have associated the serotonin neurotransmitter and
monoamine oxidase (MAO) enzyme to the aggressive behavior. In order to better
understand the biological basis of aggression and alarm substance, in this study we
evaluated the agonistic and neurochemical behavioral changes caused by the alarm
substance in different zebrafish (Danio rerio) strains, using the mirror-induced
agression test (MIA).The results demonstrated that the zMAO modulation in the
acute experimental measurement of alarm substance is dependent of WT and leo

strains.

Keywords: Alarm Substance. Zebrafish. Strains. Aggressive Behavior. Monoamine
Oxidase.
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1. INTRODUCAO

Algumas espécies de plantas e animais possuem a habilidade de liberar
feromonios de alarme quando sdo mortos ou quando se encontram em uma situagéo
de risco (BROILLET, 2009). Tais substancias sdo moléculas volateis que capacitam
a sinalizacdo de perigo para co-especificos, sendo amplamente utilizados por
insetos e organismos aquaticos (VERHEGGEN, 2010). As reacfes observadas
podem variar de acordo com a concentracao do feromonio liberado (BROWN, 2004,
GERLAI, 2008) ou com as espécies que as recebem (COOK, 2007; HUGUES, 2002;
QUADROS, 2016).

A composicdo quimica dos feromoénios de alarme € muito variavel, o que
pode ser simples ou misturas quimicas complexas, cuja atividade € determinada
pela sua composicao especifica, propor¢cao quantitativa dos diferentes compostos e
pelo esterecisomerismo das substancias que predominam (BROWN, 2000). Até o
momento uma das varias moléculas que possui acdo de alarme em peixes
teledsteos é a 3-N-6xido de hipoxantina (BROWN, 2004; PFEIFFER, 1985), a qual
se encontra em grandes quantidades nas células da epiderme (BARBOSA, 2012),

mostrada na Fig 1.

Fig. 1 — Estrutura da molécula 3-N-6xido de hipoxantina, caracterizada pela presenca de anel
purinico e um grupo funcional 6xido de nitrogénio na posi¢éo 3.
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Fonte: (BROWN, 2000 p 140) adaptado pelo autor.




Dados da literatura sugerem fortemente que o grupo funcional 6xido de azoto
da molécula 3-N-Oxido de hipoxantina pode ser o responsavel por desencadear as
respostas moleculares induzidas pelo feroménio de alarme (BROWN, 2000). Esses
achados constituem em evidéncias que sugerem a existéncia de um Unico composto
de alerta comum a todas as espécies da superordem dos Ostariophysi, que inclui
cerca de 55 familias (MOYLE E CECH, 1988) e quase 72% de todas populacdo de
agua doce (NELSON, 1984). Esta similaridade de reacdes intra e interespecificas
em peixes leva a crer em semelhancas nos mecanismos de sinalizacdo quimica
(BURNARD, 2008) e na conservacdo das respostas neurocomportamentais
relacionadas aos fenoétipos de comportamentos defensivos (VERHEGGEN, 2010).

Para que um determinado composto realmente atue como um feroménio de
alarme, existem trés critérios chave: Primeiramente, € preciso demonstrar a
liberacdo do componente quimico exclusivamente na presenca da situacao
ameacadora. Um segundo critério postula que o sinal seja percebido pelos
individuos da mesma espécie e, por fim, que seja capaz de induzir comportamento
semelhante ao observado quando os animais sdo expostos diretamente ao mesmo
perigo. Esse ultimo é geralmente o mais dificil, uma vez que ndo basta demonstrar
uma alteracdo comportamental especifica, mas caracterizar um conjunto de
respostas frente a ameaga (WYATT, 2003).

Essas respostas podem ser classificadas como evasivas (como por exemplo, 0s
animais receptores fugirem do liberador da substancia de alarme) ou agressivas
(animais receptores tendem a se mover para a fonte de emissédo, bem como atacar
ou assediar o predador) (VERHEGGEN, 2010). Em geral, a agressividade é um
comportamento adaptativo importante que pode ser usado para otimizar a obtencao
de recursos, tais como companheiros para acasalamento ou alimentos, adquirir e
defender o territério e estabelecer hierarquias dominantes em grupos sociais
(KOOLHAAS e BOHUS, 1992). Em seres humanos, ela também €& um sintoma de
varios transtornos psiquiatricos, incluindo de déficit de atencdo, hiperatividade e
esquizofrenia (JONES e NORTON, 2015). No entanto, cada doenca psiquiatrica
pode estar relacionada com um diferente subtipo de agressdo, complicando o
desenvolvimento de terapias especificas. Por exemplo, o transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade (TDAH) é frequentemente associado com agressividade
impulsiva ao invés de instrumental (VITIELLO e STOFF, 1997). Entdo, uma melhor

compreensao acerca das bases neurobiologicas da agressdo nestas doencas,



impulsionado por pesquisas em modelos animais pode ajudar a desenvolver
melhores op¢des de tratamento para os pacientes (JONES e NORTON, 2015).

Um modelo que tem sido muito utilizado em estudos comportamentais e
genéticos € o peixe zebra (Danio rerio). Essa espécie possui diversas vantagens em
relacdo aos roedores, tais como a facilidade de manipulagéo, o alto rendimento em
testes de triagens e o baixo custo para manutencdo em laboratério (GERLAI, 2006;
GOMEZ-MOLINA, 2015). Somados a estes aspectos, 0 peixe zebra é de simples
manutencdo em grupo, o estagio larval é transparente (KLEE, 2011) e a espécie
apresenta um elevado grau de homologia genética e fisiolégica em comparacao aos
seres humanos (KALUEFF, 2009), o que expressa todas as principais estruturas
cerebrais, hormonais, de neurotransmissores e receptores (KALUEFF, 2014; KYZAR,
2012). Assim, as pesquisas que envolvem conhecimentos biolégicos do peixe zebra
proporcionam uma base sélida para sua utilizagdo em estudos de comportamentos
complexos, tais como a agressao (FILBY, 2010).

Em peixes, a agressividade pode ser examinada por diferentes metodologias.
Dentre elas, a avaliacdo da interacdo agonistica de dois peixes em um mesmo
tanque pode ser empregada para observar o comportamento de defesa territorial
(OLIVEIRA, 2011; TELES, 2013). Outro protocolo que pode ser utilizado é a andlise
da reacdo comportamental de um Unico peixe com relacdo a sua prépria imagem no
espelho (FONTANA, 2016; GERLAI, 2000). A primeira representa um cenario
naturalista, em que todas as posturas agonisticas podem ser avaliadas (OLIVEIRA,
2011). Contudo, ndo existe um controle definido das variaveis que modulam tais
respostas e o0s peixes podem sofrer algum tipo de leséo fisica, questionando a
aceitabilidade ética do protocolo em questdo (JONES e NORTON, 2015). J4 na
agressao induzida por espelho, apesar desta ndo recapitular todos os aspectos de
uma interacdo agressiva com outro peixe, sem a inducdo de postura submissa,
esses riscos de lesdo nao ocorrem, caracterizando um refinamento do protocolo
experimental (OLIVEIRA, 2011; TELES, 2013). Contudo, por ser um método
simples, de facil padronizagdo e néo-invasivo, € mais aceitavel em termos éticos
(FONTANA, 2016).

A literatura mostra que diferentes linhagens do peixe zebra possuem
comportamentos e respostas fisioldgicas distintas (QUADROS, 2016; PAN 2012;
WONG e GODWIN, 2015) que ainda néo estdo completamente compreendidas. Por

outro lado, € documentado que a linhagens selvagem (WT) e leopardo (leo)



apresentam diferencas comportamentais robustas no comportamento do tipo
ansiedade (EGAN, 2009; MAXIMINO, 2013) e quando expostos a substancia de
alarme em diferentes contextos, como a habituacédo a novidade no teste claro-escuro
(QUADROS, 2016). Um estudo prévio mostra que a exposi¢cdo aguda a substancia
de alarme aumenta a concentracdo extracelular de serotonina em torno de 80%
(MAXIMINO e HERCULANO, 2014). A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um
neurotransmissor do sistema monoaminérgico que apresenta um papel importante
no sistema nervoso central como modulador da temperatura corporal, humor, sono,
vomito e apetite, bem como da ira e da agresséo (SIEGEL e VICTOROFF, 2009). Os
niveis de serotonina podem ser regulados através da atividade da enzima
monoamina oxidase (MAO), que provoca a desaminacdo do nheurotransmissor
(EDMONDSON 2011), como mostrado na Fig 2.

Fig 2 — Metabolismo de degradacgé&o da serotonina catalisado pela monoamina oxidase (MAO).
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Fonte: do autor.

A enzima monoamina oxidase existe nas isoformas A e B (ARSLAN e
EDMONDSON, 2010). As investigacdes sobre a estrutura e funcdo de MAO-A e de
MAO-B demonstram que as duas enzimas diferem na estrutura do sitio ativo
(EDMONDSON, 2007; FILHO, 2008) e na ligacdo do inibidor (YOUDIM, 2006). A
MAO-A se caracteriza por ter preferéncia pelo substrato 5-HT enquanto a MAO-B
metaboliza preferencialmente o substrato feniletilamina (MAXIMINO e HERCULANO,
2014). No entanto, 0 peixe zebra possui apenas uma isoforma da MAO: a MAOz
(ARSLAN e EDMONDSON, 2010; FIERRO, 2013). Analises farmacoldgicas e dados

relativos a sequéncia de aminoacidos sugerem que a MAOz € mais semelhante a


https://pt.wikipedia.org/wiki/Feniletilamina

MAO-A humana do que a MAO-B (EDMONDSON, 2011), o que explica os efeitos
seletivos de inibidores da MAO nos niveis de serotonina (MAXIMINO, 2011).
Embora resultados em modelos animais sugerirem que o papel da MAO-A na
fisiopatologia da agressdo baseia-se ndo apenas no sistema neurotransmissor da
serotonina, como também da dopamina e do glutamato (GODAR, 2014).

Em roedores, a inibigdo da monoamina oxidase desencadeou respostas
distintas em diferentes fases de crescimento: Nas trés primeiras semanas de vida
levou a um comportamento tipo ansiedade, enquanto nos estagios de adolescéncia
e juvenil, provocou um comportamento tipo agressivo (YU, 2014) e na fase adulta
verificou-se uma reducao na agressao (GRIEBEL, 1998; DATLA, 1991).

Apesar das evidéncias apontarem para uma relacdo da agressividade com a
MAO-A, muito pouco se sabe sobre as intervencfes genéticas em individuos pré-
dispostos. H& aqui o interesse de investigar alguns desafios ndo resolvidos
relacionados com este comportamento, em conjunto com a avaliagdo do mecanismo
de acdo ainda desconhecido da substancia de alarme. Para tanto, este trabalho
submeteu duas linhagens de peixe zebra (com algumas caracteristicas ja bem
definidas) a exposicdo aguda da substancia de alarme, a fim de avaliar os
parametros relacionados ao comportamento agonistico e a atividade da MAOz,
possibilitando um maior desenvolvimento teérico para futuros estudos

neurocomportamentais.

1.2 OBJETIVO

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar alteracbes comportamentais agonisticas e neuroquimicas promovidas

pela substancia de alarme em diferentes linhagens de peixe zebra.

1.2.2 Objetivos Especificos

» Investigar a acado promovida pela substancia de alarme em parametros
locomotores e de motricidade;

» Analisar o padrdo do comportamento agressivo;

» Quantificar a atividade enzimatica da monoamina oxidase (MAO).

2. MATERIAIS E METODOS



2.1 ANIMAIS

Para realizagdo do estudo, peixes zebra (Danio rerio) adultos das linhagens
selvagem (WT) e leopardo (leo) foram obtidos a partir do mesmo distribuidor
comercial (Hobby Aquarios, RS, Brasil). Os animais foram mantidos em aquérios
com capacidade de 40 litros, separados de acordo com seu padrdo fenotipico de
pigmentacdo em uma densidade méxima de quatro peixes por litro. Todos os
tanques foram preenchidos com agua declorada e os peixes foram alimentados 2x
ao dia com racdo comercial em flocos (Alcon Basic, Brasil). Os animais foram
aclimatados por 14 dias em condi¢cbes padrao de manutencdo em laboratdrio (ciclo
de luz ajustado para 14h no claro e 10h no escuro, com filtragdo mecéanica e quimica
da 4gua e mantidos a 25+2°C). Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pela Comisséo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria
(106/2014).

2.2 Preparacdo da substancia de alarme e exposicao

A substancia de alarme foi obtida a partir de um extrato da pele de peixes
doadores da mesma espécie tal como descrito anteriormente (EGAN, 2009).
Resumidamente, os peixes foram anestesiados em agua a uma temperatura
aproximada de 4 °C e rapidamente eutanasiados por seccdo da medula espinhal.
Fez-se a extracao de células epidérmicas através de 10 a 15 cortes superficiais de
ambos os lados do corpo do peixe com uma lamina de bisturi. Os cortes foram
cuidadosamente controlados para evitar que algum resquicio de sangue
contaminasse a solucdo. O corpo do animal foi lavado em uma placa de Petri com
10 mL de agua destilada, agitado suavemente para cobrir integralmente cada porgéao
lacerada, mantendo a solucdo em gelo. As amostras do extrato de pele foram
posteriormente diluidas em 50% e a exposi¢éo a substancia alarme foi realizada ao
utilizar uma concentragcdo de 3,5 mL/L durante 5 minutos. O grupo controle foi
manipulado de maneira similar, porém tratado apenas agua destilada. Tanto os

animais dos fenétipos WT quanto leo foram expostos ao extrato obtido a partir da



pele obtidos de peixes doadores fenotipicamente semelhantes, como mostrado na
Fig. 3.

Fig. 3 - Representagdo esquematica do protocolo experimental. A figura mostra o protocolo de
extracdo da substancia de alarme em peixes doadores das linhagens WT e leo.

PEIXE DOADOR

’a"

linhagem WT linhagem /eo

e ,
Agua destilada | s« ) Agua destilada
10 mU/peixe ~ 10 mU/peixe
Extra¢do de pele com S.A. Extracdo de pele com S.A.
(concentracéo diluida a 50%) (concentragdo diluida a 50%)

ANALISE COMPORTAMENTAL |
(3,5mLIL)

Fonte: (QUADROS, 2016, p. 2) adaptado pelo autor.

2.3 Equipamentos e procedimentos iniciais

Todos os ensaios foram realizados no periodo entre as 10:00 e 16:00hrs. As
atividades comportamentais dos peixes foram monitoradas e gravadas em uma
sessdo Unica de 6 minutos utilizando uma webcam conectada a um laptop com
software apropriado (ANY-maze™, Stoelting CO, EUA) a uma taxa de 30

quadros/seg. Os equipamentos estavam alocados sobre uma superficie estavel e os



procedimentos experimentais foram realizados em ambiente isolado para evitar o

minimo de interferentes.

2.4 Teste de agressao induzida por espelho

O protocolo do teste de agressividade induzida por espelho, do inglés “mirror-
induced agression test” (ou MIA) foi realizado conforme estudos prévios do nosso
grupo de pesquisa (Fontana et al, 2016), o qual foi baseado no protocolo descrito
por Gerlai et al. (2000). Ao término da exposicdo, os peixes foram colocados
individualmente no aparato de teste (25 cm de comprimento x 15 cm de altura x 6
cm de largura), com um espelho na parede de fundo inclinado a um angulo de 22,5°
de modo que a borda vertical esquerda do espelho tocasse no lado do tanque e a
extremidade direita ficasse mais afastada. Os demais lados do tanque foram
envolvidos com particbes opacas, a fim de minimizar a distracdo e permitir a
gravacao simultanea do compartimento de dois animais. Os tanques foram
virtualmente divididos em duas regides (uma proxima e outra afastada do espelho)

conforme esquema representado na Fig. 4.

Fig. 4 — llustragdo do modelo esqueméatico do aparato comportamental utilizado no teste de
agressividade induzida por espelho. A figura mostra os espelhos inclinados (22,5° e dois tanques
divididos por uma particdo opaca. As divisbes virtuais nos tanques foram feitas para analisar o
comportamento do peixe zebra, divididos em duas secdes (perto e longe) representando a distancia
aparente a imagem oponente.

™ T2

perto \

eSDelho

\ longe
}

particdo opaca

Fonte: (FONTANA, 2016, p. 20) adaptado pelo autor.



O comportamento agressivo foi analisado pelos seguintes parametros:
namero de episodios agressivos, duracdo dos episodios agressivos, a duragao
meédia de episddios agressivos e a laténcia para atacar o espelho. A agresséao foi
analisada manualmente por dois experimentadores treinados (confiabilidade entre
avaliadores > 0,85). Os episodios agressivos foram computados quando os peixes
apresentaram abertura de suas barbatanas, associada com movimentos de corpo
ondulantes, nado rapido e mordidas em direcdo ao espelho em sua area mais
proxima (secdo perto) (Gerlai et al, 2000;. Kalueff et al., 2013). O término da
agressao foi determinado quando os animais pararam de investir contra a imagem
do adversario. A fim de investigar as atividades motoras e de locomocédo foram
avaliadas a distancia percorrida e velocidade angular utlizando analise
automatizada pelo software (ANY-maze™, Stoelting CO, EUA).

2.5 Ensaio da atividade catalitica da MAOz

A preparacdo da amostra foi realizada utilizando um “pool” contendo dois
encéfalos de peixe zebra em 500 pL de tampao de homogeinizagao, centrifugados a
3.000 rpm por 5 min. Foi retirado 100 yL do sobrenadante e adicionado com um
ependorf ja contendo 460 uL de tampao de ensaio e agua destilada. A preparacéo
foi posteriormente incubada a 37 °C por 5 min. Feito isso, adicionou-se 25 uL de
substrato (quinuramina) e incubou-se por mais 30 minutos. A reacgao foi parada com
300 pL de TCA 10% e centrifugada a 4°C por 5 minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi retirado e adicionou-se 1 mL de NaOH 1 M. A leitura no fluorimetro

foi feita a 315 nm (excitacdo) e 380 nm (emissao).

2.6 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi analisada utilizado os testes de Kolmogorov-
Smirnov e de Levene, respectivamente. Os dados foram expressos como média +
erro padrdo da média e analisados através do teste t de Student bicaudal para

amostras independentes. O nivel de significancia dos resultados adotado foi de 95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 PARAMETROS LOCOMOTORES

As acles da exposicdo aguda a substancia de alarme de co-especificos estdo
mostrados na Fig. 5. Embora o grupo com a substancia de alarme (SA) seja
numericamente menor que o grupo controle da linhagem WT (em azul), essa
comparacao nao foi estatisticamente significativa e, portanto, ndo houve alteracéo
na locomocao e motricidade em peixe zebra da linhagem WT. No peixe da linhagem
leo (em rosa) também ndo houve alteracdo na locomocdo, mas 0s parametros
motores foram afetados substancia de alarme (p < 0,05). Tal fenbmeno poderia estar
associado a ocorréncia de variagfes abruptas do sentido da direcdo de nado dos

animais.

Fig 5 — Efeito da exposicdo aguda a substancia de alarme nos pardmetros locomotores em co-
especificos. Cores esquematizadas para linhagem WT em azul e leo em rosa. (Teste t de Student, p
< 0,05, n = 11 por grupo).
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Fonte: do autor.
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3.2 Comportamento agressivo

A exposicdo aguda a substancia de alarme de co-especificos no teste MIA
estdo apresentados nas Fig. 6 e 7. Nao houve alteracdo nos parametros
relacionados ao comportamento agonistico em peixes WT, porém houve aumento no
namero de ataques ao espelho e no tempo de comportamento agressivo em leo (p <

0,05), o que sugere uma maior interacao agonistica do grupo tratado.

Fig. 6 - Efeito da exposicdo aguda a substancia de alarme no comportamento agressivo em co-
especificos da linhagem WT (Teste t de Student, p < 0,05, n = 11 por grupo).
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Fig. 7 - Efeito da exposicdo aguda a substancia de alarme no comportamento agressivo em co-
especificos da linhagem leo (Teste t de Student, p < 0,05, n = 11 por grupo).
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3.3 Atividade monoamina oxidase (MAOz)

A exposicdo aguda a substancia de alarme de co-especificos do teste
bioquimico da atividade enzimatica da monoamina oxidase esta representada na Fig
8. Curiosamente, a substancia de alarme diminuiu a atividade da MAOz cerebral na
linhagem WT (p < 0,05), o que pode ajudar a explicar o motivo pelo qual ele ndo
apresentou um comportamento do tipo agressivo, uma vez que a diminuicdo da
MAOz em ratos adultos esta ligada a diminuicdo de agressividade. Em leo nédo

houve alteracdo da atividade enzimatica medida.
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Fig. 8 - Efeito da exposicdo aguda a substancia de alarme no teste bioquimico da MAOz em co-
especificos. Cores esquematizadas para linhagem WT em azul e leo em rosa. (Teste t de Student, p
< 0,05, n = 4 por grupo, onde cada n é constituido por um homogeneizado contendo 2 encéfalos de
peixe zebra).
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Fonte: do autor.

Possivelmente, a regulacdo enzimatica que poderia influenciar os niveis de
dopamina e serotonina ocorre de modo dependente de linhagem, sugerindo um
papel da manutencdo do ‘turnover” destes neurotransmissores em leo como um

mecanismo que poderia estar envolvido com o comportamento agonistico medido.
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4. CONCLUSAO

Embora ja se tenha alguma base sobre os efeitos da monoamina oxidase na
agressao, neste trabalho nés analisamos que ela pode néo estar ligada diretamente
a este comportamento, uma vez que a linhagem leo se apresentou mais agressiva e
nao teve alteracdo nos niveis enzimaticos da MAOz.

As diferencas comportamentais e neuroquimicas identificadas entre WT e leo
implicam que a substancia de alarme atua de modo dependente de linhagem. Para
elucidar este aspecto, o prOXimo passo sera fazer exposicdo crénica da substancia
de alarme nessas duas estirpes de peixe zebra.

E interessante analisar que as diferencas entre WT e leo que vem sendo
caracterizadas, corroboram para a uma escolha mais adequada de qual linhagem de
peixe zebra utilizar conforme o teste comportamental proposto.

A fim de abordar melhor os desafios ndo resolvidos, futuros estudos com outros
testes bioquimicos serdo necessarios. Além disso, seria interessante analisar se a
substancia de alarme e a agressdo também sdo dependentes de género. Essas
investigagdes sdo fundamentais para entender a base do mecanismo de agao da
agressividade e deste modo possibilitar o desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos.
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