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RESUMO 

 

 

RELAÇÃO ENTRE O SISTEMA IMUNE E O COMPORTAMENTO EM 

‘ZEBRAFISH’. 
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A interação entre sistema imune e comportamento já foi constatada em diversos estudos 

utilizando mamíferos como modelo experimental. Por outro lado, esta relação ainda não foi 

claramente demostrada em outras espécies, inclusive em peixes. Nesse contexto, o principal 

objetivo deste trabalho foi avaliar a relação entre o sistema imune e o comportamento no 

zebrafish. Para tanto, realizamos três estudos que constituíram o eixo central desta Tese de 

Doutorado. No primeiro estudo, separamos os peixes conforme o comportamento social e 

exploratório e avaliamos a expressão gênica de citocinas no cérebro. Assim verificamos que o 

status imunológico varia conforme o perfil exploratório e social do peixe. Embora 

demonstrando que existe uma relação entre o sistema imune e o comportamento no zebrafish, 

uma questão ficou em aberto: é o sistema imunológico que provoca a alteração de padrões 

comportamentais ou é o padrão comportamental que modula a resposta imune? Para responder 

a esta pergunta realizamos os outros dois estudos. No segundo estudo induzimos uma resposta 

inflamatória em um grupo de peixes e avaliamos novamente o comportamento exploratório e 

social, bem como a expressão gênica de citocinas no cérebro. Os peixes doentes apresentaram 

aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias no cérebro e redução da locomoção, da 

preferência social e da exploração de um objeto novo quando comparados ao grupo controle. 

Com este estudo demonstramos que o sistema imune altera o comportamento, e caracterizamos 

pela primeira vez o sickness behavior no zebrafish. Então, no terceiro estudo, avaliamos os 

efeitos do estresse agudo e crônico na expressão de citocinas e marcadores neuronais no cérebro 

do zebrafish, constatando que o estresse crônico causa importantes alterações nestes genes, 

enquanto um único episódio de estresse parece não ter sido suficiente para causar essas 

alterações. Assim demonstramos que um padrão de comportamento, como o estresse, também 

causa alterações na resposta imune. Desta forma, concluímos que sistema imune e 

comportamento estão interligados, sendo que um pode modular o outro. 
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The interaction between immune system and behavior has already been observed in several 

studies using mammals as animal model. On the other hand,  this relationship has not yet been 

clearly demonstrated in other animal species including fish. Thus, the main objective of this 

work is to evaluate the relationship between immune system and zebrafish behavior. To achieve 

our goals, we already carried out three fundamental studies that will be central to this Doctoral 

Thesis. In the first study, we separated fish according to their social and exploratory behavior 

and evaluated the expression of cytokines genes in the brain. So we verify that the 

immunological status varies according to the exploratory and social profile of the fish. Although 

we showed that there is a relationship between immune system and zebrafish behavior, a major 

question remains open: is the immune system that leads to behavioral pattern changes or is it 

the behavioral pattern that alters the immune response? To answer this question, in our second 

study, we induced an inflammatory response in a group of fish and reevaluated the exploratory 

and social behavior as well as the expression of cytokine genes in the brain. Sick fish had 

increased expression of proinflammatory cytokines in the brain and decreased locomotion, 

social preference and exploration to a new object when compared to the control group. With 

this study we demonstrated that the immune system changes the behavior, and we first 

characterized the sickness behavior in the zebrafish. Finally, in the third study we evaluated the 

effects of acute and chronic stress on the expression of cytokines and neuronal markers in the 

zebrafish brain, noting that chronic stress causes significant changes in these genes, whereas a 

single episode of stress did not cause changes. Thus we demonstrate that a behavioral pattern, 

such as stress, causes changes in the immune response. Therefore, we conclude that immune 

system and behavior are interconnected, and one can alter the other. 

 

Keywords: cytokines, brain, behavior, stress
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1 INTRODUÇÃO 

 

O sistema imune e o sistema nervoso estão profundamente conectados (KIPNIS, 2018; 

LOUVEAU et al., 2015; OGŁODEK et al., 2014). Diversos estudos demonstram a ocorrência 

de alterações imunes em doenças neurológicas como autismo (ESTES; MCALLISTER, 2015; 

ROSS et al., 2013; SHACHAR; KARIN, 2012), esquizofrenia (MÜLLER; SCHWARZ, 2010) 

e depressão (DANTZER, 2009, 2008). Por outro lado, pesquisas mais recentes estudam a 

relação entre sistema imune e sistema nervoso com foco no papel fisiológico do sistema imune 

na regulação de funções neuronais, e demonstram que células e moléculas do sistema imune 

estão envolvidos na regulação de funções como memória (AVITAL et al., 2003; DERECKI et 

al., 2010), aprendizagem (DERECKI et al., 2010), ansiedade (NAUTIYAL et al., 2008) e 

comportamento social (FILIANO et al., 2016). 

Sob outra perspectiva, quando o organismo é infectado por patógenos, a ativação da 

resposta imune leva a uma série de alterações comportamentais, como letargia, redução da 

ingestão de alimentos, do perfil exploratório e da interação social (DANTZER; KELLEY, 2007; 

FRENOIS et al., 2007; HABA et al., 2012; JOHNSON, 2002). Este conjunto de alterações 

comportamentais é chamado de comportamento de doença ou sickness behavior (DANTZER; 

KELLEY, 2007; JOHNSON, 2002) . 

Ainda, um importante fator comportamental que interfere na resposta imune é o estresse. 

O estresse ativa o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) em mamíferos (SMITH; VALE, 

2006) ou hipotálamo-hipófise-interrenal (HPI) em peixes (ALDERMAN; BERNIER, 2009), 

culminando, em humanos e em peixes na produção do hormônio corticosteroide cortisol 

(PIJANOWSKI et al., 2015). Conhecido como o hormônio do estresse, o cortisol causa 

importante disrupção na resposta imunológica, principalmente quando é produzido de forma 

constante, o que acontece no estresse crônico (FRIES et al., 2015; OGŁODEK et al., 2014; 

TORT, 2011). Esta alteração do sistema imune pode levar a consequências como aumento da 

ocorrência de infecções e à neuroinflamação (JONATHAN TEA, SARAH L. ALDERMAN, 

2018; LUCASSEN et al., 2014; TORT, 2011). 
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Figura 1 - Esquema da relação entre sistema imune e sistema nervoso

 

Fonte: do autor 

 

Com base no exposto até aqui, fica evidente a profunda conexão entre os sistemas imune 

e nervoso, como esquematizado na figura 1. Porém, grande parte das pesquisas que evidenciam 

esta relação utilizam mamíferos como animal modelo (DERECKI et al., 2010; FILIANO et al., 

2016; GROSSBERG et al., 2011; KELLEY et al., 2003), sendo que poucos estudos exploram 

o tema utilizando peixes como animal modelo (LEE et al., 2015; RAKUS et al., 2017). Assim, 

não há dados científicos sólidos que demonstrem que o sistema imune afeta o comportamento 

dos peixes. 

Frente a esse cenário, nosso principal objetivo foi avaliar a relação entre o sistema imune 

e o comportamento no zebrafish. Trata-se de uma pesquisa cujos dados poderão ser 

extrapolados para as demais espécies aquáticas, inclusive para diferentes espécies de teleósteos 

usados na produção. Da mesma forma, devido ao grande potencial translacional do zebrafish, 

esse estudo também poderá ter valor para elucidar as interações entre comportamento e sistema 

imune em outras espécies, inclusive em humanos.  

A presente Tese de Doutorado está organizada nas seguintes seções: revisão 

bibliográfica, objetivos, os três artigos científicos gerados no período de doutoramento, 

discussão, conclusão, perspectivas e referências bibliográficas. 
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Os artigos científicos produzidos são: 

Artigo 1:   First description of behavior and immune system relationship in fish, publicado no 

periódico Scientific Reports. 

Artigo 2: Characterization of sickness behavior in zebrafish publicado no periódico Brain, 

Behavior and Immunity. 

Artigo 3: Characterization of sickness behavior in zebrafish publicado no periódico Stress. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 COMPORTAMENTO 

 

O comportamento é fundamental para diversos processos críticos que implicam na 

sobrevivência de um organismo, como acesso a fontes de alimentos e habitat, reação ao 

predador, e suas interações sociais ou sexuais com indivíduos da mesma espécie (BOURKE, 

2014). O comportamento social é a estratégia que a maioria dos animais utiliza para lidar com 

o ambiente, permitindo com que sobrevivam e se reproduzam mesmo em condições 

desfavoráveis (WEST; GRIFFIN; GARDNER, 2007).  

A variação individual de comportamento das espécies tem sido cada vez mais o foco de 

diversas pesquisas (MIKLÓSI; ANDEWS, 2006).  Animais e seres humanos diferem na forma 

de como reagem ao perigo, lidam com a novidade e interagem com os seus coespecíficos. O 

termo mais utilizado para definir estas variações é personalidade (MACKAY; HASKELL, 

2015; STAMPS; GROOTHUIS, 2010). O estudo da variação comportamental individual é 

complexo, pois depende de múltiplos fatores genéticos e ambientais (MACKAY; HASKELL, 

2015). 

Aqui, nosso foco é discutir sobre a interação entre sistema imune e comportamento no 

zebrafish. 

 

2.2 ESTRESSE  

 

O termo estresse surgiu na área da física, para “traduzir o grau de deformidade sofrido por 

um material quando submetido a um esforço ou tensão”. Em 1936, o endocrinologista Hans 

Selye, transpôs este conceito para a Medicina e Biologia, dando a ele um novo significando: 

“Esforço de adaptação do organismo diante de situações consideradas ameaçadoras a sua vida 

e a seu equilíbrio interno” (SZABO S, YOSHIDA M, FILAKOVSZKY J, 2017) . 

Um importante problema de saúde pública no mundo, o estresse é um fator constante na 

vida moderna; uma condição em que a homeostase do organismo é perturbada, como resultado 

de estímulos estressores (MARIOTTI, 2015). Deve-se ponderar que embora o conceito de 

estresse tenha ganhado uma má reputação, é importante reconhecer que o propósito de uma 

resposta fisiológica ao estresse é promover a sobrevivência do organismo frente a situações de 

risco.  Desta forma, episódios isolados de estresse são benéficos pois preparam o organismo 

para lidar com os desafios (DHABHAR, 2014). Por outro lado, o estresse a longo prazo ou 
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crônico tem inúmeros efeitos adversos à saúde, pois as alterações metabólicas causadas pelo 

estresse, se contínuas, podem acarretar em diversas doenças (DHABHAR, 2014).   

O mecanismo biológico de resposta ao estresse é a ativação do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HPA) em mamíferos ou hipotálamo-hipófise-interrenal (HPI) em peixes, como no caso 

do zebrafish. A ativação do eixo começa com um estimulo estressor, então o hipotálamo recebe 

este estímulo e em seguida secreta o hormônio liberador de corticotrofina (CRH), que atua no 

interior da hipófise induzindo a produção de outro hormônio chamado de adrenocorticotrófico 

(ACTH), este então atua na adrenal ou interrenal e estimula a síntese de cortisol, o hormônio 

do estresse (ALDERMAN; BERNIER, 2009; SMITH; VALE, 2006). A figura 2 demostra a 

ativação do eixo HPI no zebrafish.  

 

Figura 2 - Ativação do eixo hipotálamo-hipófise-interrenal (HPI) em peixes. 

 
Fonte: Adaptado de IDALENCIO, 2019 

 

O cortisol age ligando-se a receptores de glicocorticoides (GR) presentes em diversas 

células e tecidos. As funções sistêmicas do cortisol incluem a modulação da abertura e 

fechamento de canais iônicos e, dessa forma, o desencadeamento das respostas fisiológicas 

rápidas como, por exemplo, alteração da liberação de neurotransmissores na fenda sináptica e, 

consequentemente, alteração da excitabilidade neuronal. Ainda, o cortisol atua aumentando os 

níveis de glicose, a pressão sanguínea, a frequência cardíaca e alterando a resposta imune 

(ILIAS PEROGAMVROS, 2012; OGŁODEK et al., 2014) .  

A desregulação do eixo HPA/HPI, e a produção excessiva de cortisol estão intimamente 

relacionados aos efeitos deletérios do estresse crônico a saúde.  A intensidade do estresse pode 

ser avaliada pelos níveis séricos de cortisol e outras alterações fisiológicas. O cortisol provoca 

efeitos sistêmicos como o aumento da frequência cardíaca, da pressão arterial e disrupção do 

sistema imune (DHABHAR, 2014). 
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2.3 SISTEMA IMUNE 

 

A função fisiológica do sistema imune em todas as espécies é defender o organismo 

contra moléculas estranhas, sejam elas microrganismos ou macromoléculas como proteínas e 

polissacarídeos (YATIM; LAKKIS, 2015). A resposta imune é subdividida em resposta imune 

inata, que apresenta uma resposta rápida e constante contra patógenos, e a resposta imune 

adaptativa, que ocorre de forma mais lenta, porém é altamente específica e gera memória 

imunológica (BEN-SHAANAN et al., 2016).  Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa 

são orquestradas por células e moléculas, que produzem uma resposta coletiva e coordenada 

para eliminação dos agentes agressores (LIN; SCOTT, 2012). 

As citocinas são proteínas produzidas em resposta à estimulação do sistema imune, e 

são uma das formas de comunicação das células imunológicas (DINARELLO, 2007). As 

citocinas possuem um papel central na regulação da resposta imune inata e adquirida e podem 

atuar de forma local ou sistêmica. Além disso, algumas citocinas influenciam a atividade de 

diversos tipos celulares e são denominadas pleiotrópicas; por outro lado a ação sobre as células 

alvo pode ser redundante, quando diferentes citocinas possuem os mesmos efeitos funcionais 

(WANG; SECOMBES, 2013). Os peixes produzem citocinas com estrutura e função muito 

similares a dos mamíferos (ZHU et al., 2012).  

As citocinas atuam em diferentes fases da resposta imune, através da ligação com 

receptores específicos presentes na membrana das células alvo  (SHACHAR; KARIN, 2012). 

Na resposta imune inata, para o início do processo inflamatório, as mais importantes são o fator 

de necrose tumoral α (TNF-α), interleucina 1β (IL- 1β) e a interleucina 6 (IL-6), produzidas 

principalmente por macrófagos e células dendríticas (ZOU et al., 2003). As principais ações 

destas citocinas são o recrutamento de leucócitos para os locais de inflamação, através da 

estimulação da produção de quimiocinas e da expressão de  moléculas de adesão nos leucócitos 

(integrinas) e no endotélio (selectinas), promovendo a diapedese, ou seja, a migração dos 

leucócitos da circulação sanguínea para o tecido inflamado (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2015). Essas citocinas também possuem efeitos sistêmicos e, atuando sobre o hipotálamo, 

induzem a febre, e no fígado, estimulam a produção de proteínas de fase aguda. Na figura 3 

estão resumidas as principais ações locais e sistêmicas das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, 

IL- 1β e IL-6.  
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Figura 3 - Ações locais e sistêmicas das citocinas durante o processo inflamatório. 

 
Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015 

 

A interleucina 12 (IL-12) é outra citocina pró-inflamatória também produzida por 

células dendríticas e macrófagos, principalmente em resposta a infecções por vírus e bactérias 

intracelulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). A IL-12 age sobre os linfócitos T helper 

(Th) naives, estimulando sua diferenciação em linfócitos T helper 1 (Th1), que são células 

efetoras da resposta imune celular e importante para o combate de infecções intracelulares. 

Ainda, a IL-12 atua sobre as células natural killers (NK), aumentando sua atividade citotóxica 

e estimulando a secreção de interferon gama (INF-γ) (TRINCHIERI, 2003).  

O INF-γ, por sua vez, desempenha papel importante na imunidade inata  e adquirida. O 

IFN- é secretado principalmente por células NK e por linfócitos Th1, e é a principal citocina 

ativadora de macrófagos, pois induz  a síntese de intermediários reativos de oxigênio de óxido 

nítrico, estimulando a destruição dos patógenos fagocitados (SCHRODER et al., 2004).  Além 

disso, também estimula o aumento do processamento e a capacidade de apresentação de 

antígenos e a indução da expressão de outras citocinas e quimiocinas necessárias para o 

recrutamento de leucócitos ao local da inflamação. Na resposta imune adaptativa, o INF-γ 

estimula a resposta imune celular de forma similar a IL-12 (SHACHAR; KARIN, 2012).   
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Na resposta imune adquirida, as citocinas medeiam à proliferação e a diferenciação de 

linfócitos após o reconhecimento do antígeno, sendo que a produção de citocinas é uma das 

principais respostas dos linfócitos Th após ativados (BEN-SHAANAN et al., 2016). Dentre as 

citocinas envolvidas na resposta imune adquirida, a interleucina 2 (IL-2) é secretada por 

linfócitos Th1 ativados, e estimula a proliferação e a diferenciação destas células,  exercendo 

também um papel central sobre as células T reguladoras (BONILLA; OETTGEN, 2010). A 

interleucina 4 (IL-4), produzida pelo linfócito Th2, atua sobre os linfócitos B, com ação 

reguladora na secreção de anticorpos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

O processo inflamatório é fundamental para defender o organismo contra a ação de 

microrganismos. No entanto, a inflamação pode causar disturbios metabólicos e danos teciduais 

(LIN; SCOTT, 2012). Assim, o sistema imune possui mecaninsmos anti-inflamatórios que 

reduzem a produção de moléculas pró-inflamatórias para limitar os danos teciduais e restaurar 

a homeostase (LYER; CHENG, 2013). A interleucina 10 (IL-10) é uma potente citocina com 

efeitos anti-inflamatórios,  produzida por macrófagos e células dendríticas e age sobre estas 

células inibindo a produção de citocinas inflamatórias como  IL-1β, TNF-α e IL-12, inibindo o 

processo inflamatório (LYER; CHENG, 2013).  

O zebrafish possui um sistema imune bem desenvolvido, no qual a resposta imune inata 

é a forma primária de defesa contra agentes agressores (MEEKER; TREDE, 2008; RENSHAW; 

TREDE, 2012). Células imunológicas, receptores de reconhecimento padrão (PPRs) como os 

toll-like receptors (TLRs), defensinas e citocinas possuem estrutura e função muito parecidas 

com os mamíferos (MEEKER; TREDE, 2008; SECOMBES; WANG; BIRD, 2011; SUAREZ-

CARMONA et al., 2015). Já a resposta imune adaptativa dos peixes teleósteos é menos 

desenvolvida quando comparada a dos mamíferos. É composta por linfócitos B que secretam 

pelo menos duas classes de imunoglobulinas (IgM, IgZ) (LAGOS et al., 2017), e por linfócitos 

T com os subconjuntos T helper, T citotóxico e T regulatório (CASTRO et al., 2011; FISCHER; 

KOPPANG; NAKANISHI, 2013; NAKANISHI et al., 2011; RENSHAW; TREDE, 2012). 

Devido a similariade entre o sistema imune do zebrafish e dos mamíferos, seu uso como modelo 

em estudos translacionais em doenças imunológicas e neuroimunológicas humanas vem 

crescendo constantemente nos últimos anos (KALUEFF et al., 2014; NOVOA; FIGUERAS, 

2012). 
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2.4 SISTEMA NERVOSO X SISTEMA IMUNE 

 

Até recentemente, o cérebro era considerado um sítio imune privilegiado, isto é, 

acreditava-se que o sistema imune tinha acesso restrito a este órgão, e a interação entre sistema 

imune e sistema nervoso quando acontecia, era considerada patológica (RANSOHOFF; 

ENGELHARDT, 2012).  Pesquisas recentes identificaram a presença vasos linfáticos no 

cérebro, confirmando que células do sistema imune tem amplo acesso a este órgão. Além da 

micróglia, que são os macrófagos residentes do sistema nervoso central, outras células imunes, 

incluindo linfócitos T, monócitos e mastócitos residem no cérebro e circulam no liquido 

cefalorraquidiano (LOUVEAU et al., 2015). Estas descobertas abriram um amplo campo de 

investigação a respeito das interações entre sistema nervoso e sistema imune. 

 

2.4.1 Sistema Imune X Doenças Neurológicas 

 

Classicamente o estudo da relação entre sistema imune e sistema nervoso teve como 

foco a ocorrência de disfunções imunes em pacientes com doenças neurológicas como 

esquizofrenia (MÜLLER; SCHWARZ, 2010), autismo (ESTES; MCALLISTER, 2015) e 

depressão (DANTZER, 2008). Estas patologias muitas vezes estão relacionadas com a 

ocorrência de infecções maternas ou neonatais, além disso os pacientes apresentam um aumento 

dos níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias, moléculas fundamentais para a resposta imune 

e que estão envolvidas na regulação de diversas funções neuronais (DANTZER, 2009; ESTES; 

MCALLISTER, 2015).  

O envolvimento de agentes infecciosos e do sistema imune na fisiopatologia da 

esquizofrenia é discutido a décadas (KESTEREN et al., 2017). Infecções durante a gravidez ou 

nos primeiros meses de vida aumentam a prevalência de esquizofrenia; porém, não é um 

patógeno específico que desencadeia a patologia mas sim, é a resposta imune da mãe que 

aumenta o risco de esquizofrenia nos descendentes (MÜLLER; SCHWARZ, 2010).  Dados 

genéticos recentes mostram que mutações que elevam a susceptibilidade para a esquizofrenia 

estão relacionadas a genes com importantes funções imunes (KESTEREN et al., 2017). Ainda, 

pacientes esquizofrênicos tem um aumento das citocinas pró-inflamatórias (GIBNEY; 

DREXHAGE, 2013). Diversas pesquisas estão sendo realizadas para desvendar os mecanismos 

moleculares pelos quais as citocinas afetam o sistema dopaminérgico e glutamatérgico 

(KESTEREN et al., 2017; MÜLLER; SCHWARZ, 2010). 
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O sistema imune também está envolvido na patogênese do transtorno do espectro autista 

(TEA) (ESTES; MCALLISTER, 2015; GIBNEY; DREXHAGE, 2013; ROSS et al., 2013). 

Embora existam diversos fatores ambientais que contribuam para o TEA, a maioria deles está 

relacionado a alterações na resposta imune durante a gestação ou logo após o nascimento 

(CAREAGA; MURAI; BAUMAN, 2016). Indivíduos com TEA tem níveis sanguíneos 

aumentados de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, TNF-α, INF-γ, entre outras 

(ESTES; MCALLISTER, 2015). Ainda, vários estudos recentes mostram que o TEA está 

associado com alterações da microbiota intestinal. Crianças autistas tem níveis elevados de 

Clostridium spp. e Desulfovibrio spp. em sua microbiota intestinal, e este desequilíbrio pode 

ser uma das causas da disfunção imune observada (ESTES; MCALLISTER, 2015). Terapias 

experimentais com substituição da microbiota intestinal em indivíduos autistas apresentam 

resultados promissores (KANG et al., 2017). 

A depressão é outra patologia que envolve alterações imunológicas (MAES et al., 2012). 

Em resposta a uma infecção o sistema imune produz citocinas pró-inflamatórias que atuam no 

cérebro causando o Sickness Behavior (seção 3.3) (DANTZER, 2009). A ativação crônica do 

sistema imunológico, por patologias ou estresse crônico, pode levar a uma exacerbação do 

comportamento de doença e o desenvolvimento de depressão em indivíduos vulneráveis 

(DANTZER, 2008). Estudos demonstram a ocorrência de disfunção imune em indivíduos 

depressivos, com níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias (DANTZER, 2009, 2008; 

GIBNEY; DREXHAGE, 2013). Além disso, é muito comum pacientes em tratamento 

imunoterápico com IL-2 e INF-α desenvolverem depressão, bem como, transtornos depressivos 

são mais prevalentes em pessoas com doenças crônicas como Diabetes Melitus tipo 2, artrite 

reumatoide e doença cardiovascular (OGŁODEK et al., 2014).  Os possíveis mecanismos 

moleculares pelo qual o sistema imune pode levar a depressão já foram comprovados 

cientificamente (CAPURON et al., 2002; OGŁODEK et al., 2014; SWAAB; BAO; 

LUCASSEN, 2005). A inflamação reduz os níveis plasmáticos de triptofano, um aminoácido 

essencial para síntese de serotonina, além de interferir nos mecanismos de neurotransmissão da 

serotonina (CAPURON et al., 2002). Ainda, as citocinas levam a hiperatividade do eixo HPA, 

que é frequentemente associado a depressão clínica (SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005).  

 

2.4.2 Sistema imune x Comportamento 

 

Por muitos anos os estudos da interação entre o sistema imune e sistema nervoso 

focaram apenas nas patologias causadas por disfunções imunológicas (RANSOHOFF; 
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ENGELHARDT, 2012). Atualmente, este foco tem mudado, pois agora sabe-se que o sistema 

imune exerce papel fisiológico na regulação de funções neurológicas (KIPNIS, 2018) . Células 

e moléculas do sistema imune atuam na regulação de funções como aprendizagem, ansiedade 

e comportamento (DERECKI et al., 2010; FILIANO et al., 2016; NAUTIYAL et al., 2008). 

Os mastócitos, células do sistema imune conhecidas por seu papel em respostas 

alérgicas nas vias aéreas superiores, pele e trato gastrointestinal, foram encontrados nas 

meninges e no cérebro, onde secretam várias moléculas no hipocampo, incluindo histamina, 

citocinas, quimiocinas e o neurotransmissor serotonina, atuando na neurogênese, no 

aprendizado e na memória, e também regulando a ansiedade. Ratos deficientes em mastócitos 

apresentam ansiedade e déficits de aprendizagem e memória (NAUTIYAL et al., 2008).  

A IL-4 produzida por linfócitos T das meninges demonstrou ter papel fundamental em 

funções neuronais. Camundongos submetidos a testes de memória apresentam acumulo de 

linfócitos T nas meninges. Ainda, camundongos knockout tanto para linfócitos T, quanto para 

IL-4  apresentam importantes déficits de memória e aprendizagem (DERECKI et al., 2010).  

A citocina pró-inflamatória INF-γ, também secretada de linfócitos T presentes nas 

meninges, está profundamente envolvida no controle do comportamento social. Uma pesquisa 

recente demonstrou que camundongos knockout para o gene do INF-γ apresentam importante 

déficit comportamental em comparação a camundongos normais.  Além disso, sem o INF- γ os 

camundongos apresentam hiperconectividade neuronal, um distúrbio frequentemente 

encontrado em pacientes com disfunções neurológicas, como o transtorno do espectro autista. 

Uma injeção de INF-γ no fluido cérebro-espinhal é suficiente para normalizar a conectividade 

neuronal e acabar com o distúrbio de comportamento social, demonstrando que esta citocina 

desempenha um papel chave na regulação na conectividade neuronal (FILIANO et al., 2016). 

 

2.4.3 Sickness behavior  

 

A ativação da resposta imune ocorre quando receptores TLRs de macrófagos e células 

dendríticas se ligam a moléculas conservadas na superfície de microrganismos, genericamente 

denominadas de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (YATIM; LAKKIS, 

2015). Assim, as células imunes são ativadas e liberam citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IL-1β, IL-6 e TNF-α, que promovem o recrutamento de células imunes para o 

local da inflamação (DINARELLO, 2007), e também enviam sinais para o cérebro, através de 

vias neuronais e endócrinas, informando a ocorrência de um processo infeccioso (DANTZER; 
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KELLEY, 2007). Em resposta, o cérebro induz alterações metabólicas, hormonais e 

comportamentais (KELLEY et al., 2003). 

O sickness behavior é caracterizado por uma série de alterações comportamentais que 

incluem letargia, ansiedade, redução da atividade locomotora, ingestão de água e comida, 

reprodução, atividade exploratória e interação social (FRENOIS et al., 2007; GAYKEMA; 

GOEHLER, 2011; GROSSBERG et al., 2011; HENNESSY; TERRENCE; SCHILLER, 2014). 

Este padrão comportamental é tipicamente induzido por infecções agudas ou injuria tecidual e 

funciona como um mecanismo de resposta adicional do sistema imune, pois esta mudança de 

comportamento previne que o organismo gaste energia e se exponha a perigos, facilitando o 

processo de cura (JOHNSON, 2002). 

Uma vez que os neurônios não possuem receptores como os TLRs para identificar 

patógenos, o comportamento de doença é desencadeado por moléculas do sistema imune 

(DANTZER; KELLEY, 2007). As citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α são 

moléculas chave nesse processo, são produzidas pelo cérebro ou em outro lugar do corpo e 

chegam ao cérebro para promover estas alterações comportamentais (KELLEY et al., 2003). 

 

2.4.4 Estresse x sistema imune 

  

O estresse possui uma entrelaçada relação com o sistema imune, que pode acarretar 

tanto a ativação exacerbada quanto a supressão da resposta imune, dependendo do tempo e da 

persistência do agente estressor (DHABHAR, 2014; TORT, 2011).  

A ação imunossupressora do estresse ocorre principalmente devido a ação do cortisol 

sobre as células imunológicas. Algumas das ações do hormônio do estresse sobre a resposta 

imune intata incluem a inibição da migração de granulócitos, e sob resposta imune adaptativa 

a diminuição da proliferação de linfócitos, da produção de anticorpos, diminuição da resposta 

de Th1 em relação à Th2 (BRAUN et al., 1997; DUMBELL et al., 2016). Estes efeitos levam 

a redução da capacidade o sistema imunológico de responder adequadamente a agentes 

agressores, aumentando assim o risco de infecções.  Ainda, o aumento da resposta de Th2 está 

associada a reações alérgicas, asma, urticária e alergia a alimentos (BRAUN et al., 1997) 

Além do aumento da incidência de doenças infecciosas, a ativação exacerbada do 

sistema imune causada pelo estresse está associada ao aumento de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IL-1β, IL-6 e TNF-α (CALCIA et al., 2016). Níveis elevados destas citocinas 

causam alterações no sistema nervoso central, incluindo modificações na função da micróglia 

e de astrócitos, culminando em neuroinflamação. A longo prazo, como o que ocorre no estresse 
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crônico, a neuroinflamação pode predispor a patologias neurológicas como depressão e 

ansiedade (FRIES et al., 2015). 

Em peixes, a resposta ao estresse ocorre através da ativação do eixo HPI (item 2.2), que 

também culmina a produção de cortisol (ALSOP; VIJAYAN, 2009). Pesquisas utilizando o 

peixes como modelo animal demonstram a ocorrência dos efeitos imunossupressores do 

estresse, como redução do número de linfócitos circulantes em zebrafish, e da atividade da 

lisozima, do sistema do complemento e da resposta de anticorpos e outras espécies de teleósteos 

(GRZELAK et al., 2017; SUNYER, J.O., TORT, 1995; VERBURG-VANKEMENADE, 

B.M.L., STOLTE, E.H., METZ, J.R., CHADZINSKA, 2009). O efeito pró-inflamatório do 

estresse também é evidenciado em pesquisas com o zebrafish, como aumento de citocinas após 

protocolo de estresse crônico imprevisível (ECI) (MARCON et al., 2016; SONG et al., 2018).  

 

2.5 O ZEBRAFISH COMO MODELO ANIMAL  

 

O zebrafish (Danio rerio) é um pequeno peixe teleósteo muito utilizado como modelo 

animal em pesquisa científica (RENSHAW; TREDE, 2012). É um organismo que possui 

desenvolvimento embrionário rápido, e alcança a fase adulta em aproximadamente três meses 

(KIMMEL et al., 1995). Trata-se de uma espécie de pequeno porte, o que permite com que 

sejam armazenados em grandes quantidades com baixo custo de manutenção (DAHM; 

GEISLER, 2006). Além disso, o genoma do zebrafish foi totalmente sequenciado e apresenta 

70% de similaridade com o genoma humano (HOWE et al., 2013). Devido a estas 

características favoráveis, o uso desta espécie em estudos científicos é amplamente aceita 

(DAHM; GEISLER, 2006; MIKLÓSI; ANDEWS, 2006; RENSHAW; TREDE, 2012; 

VARGAS; SIGURGEIRSSON, 2011) . 

O zebrafish vive normalmente em cardumes e apresenta um comportamento social 

desde o início da sua vida (SAVERINO; GERLAI, 2008a). Além disso, existem vários testes 

comportamentais padronizados para uso científico no zebrafish. Assim, ele é considerado um 

ótimo modelo para estudos comportamentais, como avaliação de estresse (ABREU et al., 2018; 

JENNIFER M. RAMSAY, GRANT W. FEISTA, ZOLTÁN M. VARGAB, MONTE 

WESTERFIELDB, L.; KENTD, 2009; PIATO et al., 2011), comportamento exploratório 

(AHMAD; RICHARDSON, 2013; SACKERMAN et al., 2010), ansiedade (BARCELLOS et 

al., 2018) e interação social (FILBY et al., 2010; SAVERINO; GERLAI, 2008b). 

A relação entre sistema imune e comportamento é bastante estudada em mamíferos 

(DERECKI et al., 2010; FILIANO et al., 2016; GROSSBERG et al., 2011; LOUVEAU et al., 
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2015; MOON et al., 2015), porém existem poucas pesquisas que investigam esta interação em 

peixes. Assim, há uma carência de estudos que demonstrem a relação entre sistema imune e 

comportamento no zebrafish (LEE et al., 2015; NOVOA; FIGUERAS, 2012).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar se o sistema imune e o comportamento estão inter-relacionados no zebrafish. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar se a expressão gênica de citocinas no cérebro varia de acordo o perfil de 

comportamento exploratório e preferência social do zebrafish. 

Avaliar se a ativação da resposta imune provoca alterações no comportamento dos peixes 

compatíveis com as descritas para o sickness behavior em mamíferos. 

Avaliar se a ativação da resposta imune tecidual induz alterações na expressão de 

citocinas e marcadores de função neuronal no cérebro. 

Avaliar se a ocorrência de estresse agudo e crônico induzem alterações na expressão 

gênica de citocinas no cérebro marcadores de função neuronal do zebrafish. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

 
 

4 ARTIGOS 
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4.1 ARTIGO 1 - FIRST DESCRIPTION OF BEHAVIOR AND IMMUNE SYSTEM 

RELATIONSHIP IN FISH 
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4.2 ARTIGO 2 - CHARACTERIZATION OF SICKNESS BEHAVIOR IN ZEBRAFISH 
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4.3 ARTIGO 3 - ACUTE AND CHRONIC STRESS DIFFERENTLY ALTER THE 

EXPRESSION OF CYTOKINE AND NEURONAL MARKERS GENES IN ZEBRAFISH 

BRAIN 
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5 DISCUSSÃO 

 

A principal conclusão que podemos chegar com os resultados descritos nos três artigos 

que compõem essa tese de doutorado, é de que o sistema imune e o comportamento dos peixes 

se inter-relacionam. Além disso, essa relação parece ser bidirecional onde o sistema 

imunológico é capaz de modular o comportamento e o padrão comportamental também pode 

modular a resposta imune no cérebro. No primeiro artigo mostramos a ocorrência da interação 

entre o sistema imune e os comportamentos exploratório e social do zebrafish. No segundo, 

demonstramos que a ativação da resposta imune é capaz de causar alterações comportamentais, 

características do comportamento de doença. Já no terceiro artigo, evidenciamos que o estresse 

crônico, e suas consequentes alterações no padrão normal de comportamento, aumenta a 

expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias no cérebro, o que não ocorre em casos de 

estresses agudos. 

Como primeiro passo para alcançar o objetivo principal desta tese de doutorado, 

avaliamos se peixes com diferentes personalidades apresentavam diferenças na expressão 

gênica de citocinas a nível cerebral. Encontramos que, quanto ao perfil exploratório, peixes 

classificados como high responders to novelty (HRN), ou seja, que não exploram um objeto 

novo no tanque teste, expressavam citocinas com um perfil pró-inflamatório, com aumento de 

IL-1β e redução de IL-10, comparados aos peixes classificados como low responders to novelty 

(LRN), que exploram o objeto novo. Da mesma forma, peixes com menor resposta à estímulos 

sociais apresentaram expressão reduzida de INF-γ no cérebro. 

Estudos prévios, realizados em mamíferos, demonstraram que o comportamento de 

neofobia, correspondente aos nossos peixes HRN, pode ser desencadeado pela resposta 

inflamatória após infecção por patógenos ou pela injeção periférica de citocinas, como a IL-1β 

(DUNN; ANTOON; CHAPMAN, 1991; HABA et al., 2012). Nesse primeiro estudo não 

provocamos a ativação da resposta imune, mas peixes com maior expressão de IL-1β no cérebro 

apresentaram comportamento semelhante ao de neofobia demonstrado em mamíferos. Esta 

redução da exploração de um novo objeto pode ser interpretada como um mecanismo de defesa, 

pois reduz o risco de predação e de exposição a patógenos (BOURKE, 2014; HABA et al., 

2012).  

Já no teste de comportamento social, peixes que passaram menos tempo no segmento 

próximo aos seus coespecíficos tiveram expressão reduzida de INF-γ. Um estudo recente 

mostrou que camundongos knockout para o INF-γ apresentam déficit no comportamento social, 

mostrando que esta citocina tem papel crucial na interação social (FILIANO et al., 2016). 
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Embora o comportamento social seja essencial para a sobrevivência das espécies, a agregação 

tende a aumentar a disseminação de patógenos. Assim, o aumento da interação social poderia 

levar ao aumento da expressão de genes imunes relacionados, e neste aspecto, o INF-γ parece 

ser uma molécula chave nesta interação (FILIANO et al., 2016). 

Com este primeiro artigo demonstramos que existe uma clara relação imuno-

comportamental; porém não podemos afirmar se é a redução do INF-γ que leva os peixes a 

responderem menos aos estímulos sociais, ou sua menor interação com os coespecíficos causa 

menor expressão de INF-γ. Da mesma forma, é o menor comportamento exploratório que 

resulta na expressão aumentada de IL-1β ou é o seu comportamento de medo e/ou estresse que 

leva ao aumento da expressão desta citocina? Então, surge a pergunta: é o sistema imune que 

modula alterações comportamentais, ou são os padrões de comportamento que levam a 

alterações da resposta imune? 

Para responder esta pergunta, executamos os experimentos relatados nos nossos outros 

dois artigos. No segundo paper, demonstramos que a partir da ativação da resposta imune o 

comportamento dos peixes muda, reforçando a hipótese de que o sistema imune é capaz de 

modular o comportamento. Após uma resposta inflamatória, os peixes apresentaram redução 

da locomoção, da preferência social e do perfil exploratório quando em contato com um objeto 

novo. Esses padrões de alterações comportamentais caracterizaram o sickness behavior nos 

peixes, já bem descrito em mamíferos, porém até o momento, ainda não caracterizado em 

peixes. 

O sickness behavior consta de um padrão de alterações comportamentais, que atua como 

uma resposta adicional do sistema imune (DANTZER; KELLEY, 2007). Dentre as alterações 

comportamentais apresentadas por peixes doentes, a redução da locomoção consequentemente 

reduz à exposição aos patógenos e os gastos de energia, facilitando o processo de cura 

(GROSSBERG et al., 2011). A redução do comportamento exploratório também é um 

mecanismo de defesa, pois reduz o risco de predação, de exposição a outros patógenos e 

também poupa energia (HABA et al., 2012). Corroborando com este resultado, em nosso 

primeiro estudo, peixes neofóbicos apresentaram uma maior expressão de IL-β no cérebro, 

reforçando a hipótese de que a resposta inflamatória reduz o comportamento exploratório no 

zebrafish. Ainda, peixes doentes apresentaram uma importante redução do comportamento 

social, perdendo a preferência inata do zebrafish por ficar próximo aos seus coespecíficos 

(SAVERINO; GERLAI, 2008a). A busca por isolamento na doença é uma característica 

marcante de diversas espécies, uma vez que a agregação aumenta o potencial de disseminação 
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de patógenos (HENNESSY; TERRENCE; SCHILLER, 2014; KELLEY et al., 2003; 

KENNEDY; ADOLPHS, 2012). 

O sistema imune se comunica com o cérebro para causar as alterações comportamentais 

através de citocinas (DANTZER; KELLEY, 2007). Aqui, um processo inflamatório tecidual na 

periferia levou a alterações das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α no cérebro; e, 

estas moléculas são responsáveis pelo padrão comportamental observado (KELLEY et al., 

2003). Uma vez bem estabelecido que as citocinas levam a alterações de comportamento, a 

questão é: como elas fazem isso? Em nossos estudos analisamos a expressão cerebral de dois 

marcadores de função neuronal, o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e cFOS, e a 

expressão foi similar nos grupos experimentais, embora alguns estudos em mamíferos já 

tenham demonstrado que o aumento de IL-1β pode levar a redução do BDNF (CORTESE et 

al., 2011) . Existem diversas vias pelas quais as citocinas podem alterar a função neuronal, 

como através das conecções neuronais, da ativação do eixo HPI e agindo diretamente sobre 

neurotransmissores (ASHLEY; DEMAS, 2017; DUNN, 2006). Mais pesquisas serão 

necessárias para demonstrar em quais destas vias as citocinas atuam e como isto ocorre. 

Em nosso terceiro artigo, com a finalidade de avaliar se a alteração no padrão de 

comportamento é capaz de alterar a resposta imune a nível cerebral, submetemos diferentes 

grupos de peixes a um único episódio de estresse (estresse agudo) e a um protocolo de estresse 

crônico imprevisível (ECI) por 14 dias. O grupo exposto ao estresse agudo não apresentou 

alterações na expressão dos genes avaliados no cérebro, já o grupo submetido a estresse crônico 

apresentou aumento da expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α, da citocina 

anti-inflamatória IL-10 e redução da expressão do marcador de função neuronal cFOS. 

A novidade desse estudo foi demonstrar que o estresse agudo e crônico afetam de forma 

diferente a expressão gênica no cérebro. No grupo submetido a ECI, houve o aumento da 

expressão de citocinas no cérebro compatível com um processo inflamatório. Pesquisas 

anteriores relatam níveis aumentados de citocinas no corpo e no cérebro de zebrafish 

(MARCON et al., 2016; SONG et al., 2018). Diversos estudos clínicos e em roedores apontam 

que o estresse pode causar a ativação da micróglia, células imunes residentes no sistema 

nervoso, aumentando a produção de citocinas (HIMMERICH et al., 2013; MARIOTTI, 2015; 

SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005; VIKTORIYA GLOVATCHCKA, HELENA ENNES, 

EMERAN A MAYER, 2012). Alterações na micróglia causadas pela neuroinflamação podem 

estar associadas a alterações estruturais e funcionais no cérebro que predispõe a patologias 

neurológicas como depressão e ansiedade (CALCIA et al., 2016; FRIES et al., 2015). 
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Analisando a expressão gênica de marcadores neuronais, encontramos uma redução na 

expressão do gene cFOS no grupo ECI, enquanto o gene BDNF não sofreu alterações. A 

proteína cFOS está envolvida nos principais eventos celulares, incluindo proliferação, 

diferenciação e sobrevivência celular, além de estar envolvida nos processos de memória e 

aprendizado  (VELAZQUEZ; CAPUTTO, 2015). Estudos anteriores com zebrafish, mostraram 

que a expressão de cFOS pode ser induzida por estresse agudo (PAVLIDIS; THEODORIDI; 

TSALAFOUTA, 2015) . No entanto, no nosso estudo, a expressão do gene cFOS não foi 

alterada após um único episódio de estresse, provavelmente porque avaliamos a expressão uma 

hora após a ocorrência do estressor e, como a cFOS é um gene de expressão precoce, seu valor 

provavelmente já tenha retornado  ao nível basal após esse período (JAWORSKI; KALITA; 

KNAPSKA, 2018; PAVLIDIS; THEODORIDI; TSALAFOUTA, 2015). Por outro lado, o 

grupo ECI mostrou uma redução do gene cFOS, indicando uma possível redução da plasticidade 

neuronal em peixes expostos ao estresse crônico (JAWORSKI; KALITA; KNAPSKA, 2018). 

Considerando o exposto, podemos afirmar que não existe uma relação de causa-efeito, 

mas uma interação íntima entre os sistemas imunológico e nervoso. Neste contexto, tanto a 

ativação da resposta imune pode acarretar em alterações comportamentais, como a alteração de 

padrões de comportamento, como o que acontece no estresse, pode levar a uma modulação do 

sistema imunológico.  

Os dados gerados nestes três estudos trazem importantes informações para o uso do 

zebrafish como modelo no campo na neuroimunologia, uma vez que muitas pesquisas recentes 

procuram modelos alternativos para avaliar a interação entre sistema imune e sistema nervoso 

em várias patologias neurológicas, como depressão e autismo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A conclusão geral desta tese de doutorado é de que existe uma clara inter-relação entre 

o sistema imune e o comportamento no zebrafish e foi baseada nas seguintes conclusões 

preliminares:  

A expressão gênica de citocinas no cérebro varia de acordo co perfil de comportamento 

exploratório e preferência social do zebrafish.  

A ativação do sistema imunológico provoca um conjunto de alterações comportamentais 

no zebrafish que pode ser caracterizado como sickness behavior. 

A resposta imune periférica induz alterações na expressão de citocinas e marcadores de 

função neuronal no cérebro. 

O estresse crônico induz alterações na expressão gênica de citocinas e de marcadores de 

função neuronal no cérebro do zebrafish. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

Devido aos resultados obtidos em nossos estudos sobre o eixo neuroimune no zebrafish, 

e considerando que as informações a respeito da interação entre sistema imune e 

comportamento em peixes são escassas, continuaremos aprofundando nossos estudos nesta 

área. 

O nosso próximo passo é aprofundar a pesquisa na área de sistema imune 

comportamental, o quanto o sistema imune interfere no comportamento social do zebrafish? 

Em nosso segundo estudo, onde caracterizamos o sickness behavior no zebrafish, evidenciamos 

que a presença de resposta inflamatória ativa reduz significativamente a preferência social no 

zebrafish. 

O isolamento na doença está bem descrito em mamíferos e é característica de 

preservação das espécies, uma vez que o convívio social aumenta a transmissão de patógenos 

(SHAKHAR, 2019). Queremos aprofundar pesquisas nessa área em peixes, para tanto, 

pretendemos analisar se há modificações no agrupamento do cardume ao se inserir um peixe 

com uma resposta inflamatória ativa. Ainda, pretendemos verificar se o peixe doente se isola 

do grupo ou se os peixes saudáveis identificam o coespecífico doente e o excluem do cardume. 

Com esta e diversas outras ideias daremos continuidade as pesquisas na área da 

neuroimunologia utilizando como animal modelo o zebrafish. Uma área fascinante e um amplo 

campo para novas descobertas. 
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