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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS PROMOVIDOS PELO ESTRESSE AGUDO E
ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL SOBRE O PADRAO DO
COMPORTAMENTO EXPLORATORIO EM PEIXE-ZEBRA

AUTOR: Jodo Vitor de Borba
ORIENTADOR: Prof. Dr. Denis Broock Rosemberg

O estresse € um conjunto de reacOes bioldgicas que permitem ao organismo se adaptar a
perturbacdes fisioldgicas provocadas, geralmente, por algum estimulo externo. Atualmente, o
termo é popularmente associado a niveis exacerbados de estresse, gerando danos fisicos e
mentais, 0s quais atingem grande parte da populacdo mundial. Configurando-se como uma
problematica ligada a saide humana, o estresse € um importante tema em pesquisas utilizando
diferentes modelos animais a fim de melhor compreender seus mecanismos fisiologicos e
neurocomportamentais subjacentes. Assim, o peixe-zebra (Danio rerio) apresenta-se como
um relevante organismo para a investigacdo dos efeitos gerados por diferentes tipos de
estresse por possuir, por exemplo, um repertério comportamental bem caracterizado e vias
biologicas semelhantes as de humanos. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
investigar os efeitos gerados por estresse agudo e estresse cronico imprevisivel sobre a
organizagdo espaco-temporal da exploracdo em peixes-zebra submetidos ao teste de campo
aberto. Para isso, animais adultos de ambos os sexos foram submetidos ao estresse agudo
(EA) a partir da exposicdo a 1L de agua declorada na auséncia (grupo controle) ou presenca
de substancia de alarme de coespecificos (CAS — grupo EA) a 3,5 mL/L por 5 minutos. Ja o
protocolo de estresse cronico imprevisivel (ECI) foi executado durante 7 dias consecutivos,
em que diferentes estressores foram aplicados duas vezes ao dia de forma imprevisivel. Logo
apos a exposicdo a CAS e no oitavo dia, no caso do grupo ECI, os animais foram
posicionados individualmente no centro de arenas circulares com dimensdes 25 X 6 cm
(diametro x altura da coluna de agua). O comportamento foi gravado por 30 minutos por uma
camera posicionada no topo do aparato e posteriormente analisado para identificacdo das
zonas de preferéncia (zonas-base) e quantificacdo de parametros correlatos. De modo geral,
ap0s os primeiros 15 minutos de teste, o grupo EA utilizou suas zonas-base para executar
excursdes curtas direcionadas ao centro e periferia da arena. Ja o perfil comportamental dos
animais ECI foi caracterizado por altos niveis de imobilidade, nado em “bursts” ¢ excursdes
direcionadas a periferia. Curiosamente, ao contrario do ECI, o estresse agudo ndo gerou
aumento da tigmotaxia em relacdo ao controle. De modo geral, nossos resultados demonstram
que a organizacdo sequencial do comportamento exploratorio em peixe-zebra é sensivel a
modulacdo por diferentes protocolos de estresse, reforcando a utilidade dos comportamentos
relacionados aos pontos de preferéncia para a analise de distintos estados afetivos.

Palavras-chave: Estresse. Campo aberto. Comportamento exploratorio. Zonas-base. Peixe-
zebra.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE EFFECTS OF ACUTE AND UNPREDICTABLE CHRONIC
STRESS ON EXPLORATORY BEHAVIOR PATTERN IN ZEBRAFISH

AUTHOR: Jo&o Vitor de Borba
ADVISOR: Prof. Dr. Denis Broock Rosemberg

Stress is a set of biological reactions that allow the body to adapt itself to physiological
disturbances generally evoked by some external stimulus. Currently, the term is popularly
associated with exacerbated levels of stress, leading to physical and mental damage, which
affect a large part of global population. Configurated as a human health problem, stress is an
important topic in research using different animal models in order to better understand its
underlying physiological and neurobehavioral mechanisms. In this perspective, zebrafish
(Danio rerio) represents a relevant organism for the investigation of the effects generated by
different types of stress due to its well-characterized behavioral repertoire and biological
pathways that resemble those of humans, for example. Thus, the present study aimed to
investigate the effects generated by acute and unpredictable chronic stress on the spatio-
temporal organization of exploration in zebrafish submitted to the open field test. For this,
adult fish of both sexes were subjected to acute stress (AS) from exposure to 1L of
dechlorinated water in absence (control group) or presence of conspecific alarm substance
(CAS - AS group) at 3.5 mL/L for 5 minutes. Chronic unpredictable stress protocol (UCS)
was performed during 7 consecutive days, in which different stressors were applied two times
daily in an unpredictable manner. After CAS exposure and on the eighth day, in the case of
the UCS group, the animals were individually positioned in the center of circular arenas with
dimensions 25 x 6 cm (diameter x water column height). The behavior was recorded for 30
minutes by a camera positioned at the top of the apparatus and later analyzed to identify the
homebases and quantify its related parameters. In general, after the first 15 minutes of trial,
AS group used the homebase to perform brief trips to the center and periphery of the arena.
Conversely, UCS behavioral profile was characterized by high levels of immobility, “burst
swimming” and peripheral excursions. Curiously, differently of UCS, the acute stress did not
generate an increase in thigmotaxis in comparison to control. In general, our results show that
the sequential organization of exploratory behavior in zebrafish is sensible to the modulation
of different stress protocols, reinforcing the utility of homebase-related behaviors for the
analysis of distinct affective-like states.

Keywords: Stress. Open field. Exploratory behavior. Homebase. Zebrafish.
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1 APRESENTACAO

A presente Dissertacdo esta estrutura da seguinte forma: primeiramente € apresentada
a introducao que inclui uma revisdo da literatura sobre os temas abordados na dissertagéo, 0s
objetivos e as hipdteses do estudo. A seguir, a metodologia, resultados e discussdo estdo
apresentados em forma de artigo cientifico. O item conclusdo contém as principais
interpretaces sobre o artigo cientifico apresentado na dissertacdo. O item limitacGes e
perspectivas do estudo contém as possiveis abordagens ligadas ao tema estudado e as
possibilidades de novos estudos que podem ser realizados a partir dos resultados obtidos. Por
fim, as referéncias bibliograficas referem-se as citagdes contidas nas sessdes introducéo e

limitacGes e perspectivas do estudo.
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2 INTRODUCAO

2.1 ESTRESSE: ASPECTOS GERAIS

Inicialmente identificado e descrito pelo endocrinologista Hans Selye nos anos 1930
como “sindrome da adaptacdo geral”, o estresse configura-se cOmo um conjunto de reacoes
bioquimicas e fisiologicas coordenadas que visam preparar 0 organismo para se adaptar a
perturbacdes provenientes do seu meio interno ou externo (MCEWEN, 2007; RUSSELL,;
LIGHTMAN, 2019). Em um primeiro momento, Selye observou uma série de alteracGes
morfolégicas em ratos, como diminuicdo do volume do figado e do tecido adiposo. Tal
estagio foi inicialmente descrito como uma “reacdo de alarme generalizada frente a uma
situagdo critica” (SELYE H., 1936). Caso os estimulos estressores persistissem de forma
branda, o organismo apresentava o segundo estagio da reagé@o, no qual ocorre resisténcia com
consequente adaptacdo as novas condicdes, sendo que os 6rgaos anteriormente afetados
apresentam funcionamento praticamente normal. Entretanto, dependendo da duracdo e da
intensidade do estresse, a resisténcia é perdida e o organismo tende a apresentar sintomas
similares aos do primeiro estagio, com posterior quadro de exaustdo (SELYE, 1950; SELYE
H., 1936). Dessa forma, Selye dividiu posteriormente a reacdo de estresse em duas
subcategorias: eustresse e distresse (BIENERTOVA-VASKU; LENART; SCHERINGER,
2020).

O eustresse (“estresse bom™) é definido como uma reacdo saudavel em resposta a
estimulos estressores, como variadas condicGes adversas do cotidiano, configurando-se,
assim, como uma série de adaptacbes cruciais para a sobrevivéncia e enfrentamento de
situagdes de “luta ou fuga” (LU; WEI; LI, 2021; RUSSELL; LIGHTMAN, 2019). J4 a reacdo
inversa, denominada distresse (“estresse ruim’), envolve uma série de reacdes e
comportamentos mal adaptativos ao organismo frente a um ou mais estimulos estressores
persistentes. O distresse geralmente culmina em um quadro de exaustdo e incapacitacdo de
funcbes fisiologicas e psiquicas normais (BIENERTOVA-VASKU; LENART;
SCHERINGER, 2020; LU; WEI; LI, 2021). Atualmente, sabe-se que o0 estresse € uma reacao
multifatorial, cujos efeitos dependerdo da combinacdo da duracdo dos estimulos estressores e
de sua intensidade (DANG et al., 2019). De forma geral, estressores agudos e moderados
desencadeiam respostas adaptativas correspondentes a reacdo de eustresse. J& estimulos
momentaneos de alta intensidade ou crdnicos e imprevisiveis geram rea¢Ges mal adaptativas
ligadas ao distresse (LU; WEI; LI, 2021; MCEWEN, 2007). Estressores repetitivos e

invariaveis configuram o chamado estresse cronico previsivel, o qual também pode apresentar
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carater adaptativo, com o retorno das func@es fisiolodgicas e cognitivas ao seu funcionamento
normal (DANG et al.,, 2019). A Lei de Yerkes-Dodson busca estabelecer uma relacéo
empirica entre o nivel de estresse e a performance do individuo frente as tarefas do cotidiano,
em que, a medida em que a intensidade de estresse aumenta, a performance melhora até
atingir um pico, a partir do qual comega a decair (BIENERTOVA-VASKU; LENART,;
SCHERINGER, 2020; ITO et al., 2015). Assim, é possivel observar graficamente desde os
efeitos positivos gerados pela reacdo de eustresse até os prejuizos fisicos e mentais
decorrentes de estresse excessivo (Figura 1).

Figura 1 - Adaptacédo da curva de Yerkes-Dodson mostrando os efeitos gerados por diferentes niveis de estresse.
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Fonte: do autor (baseado em ANDERSON, 1976).

A partir do estudo realizado por Selye e dos conceitos de homeostase e alostase, 0
neuroendocrinologista Bruce McEwen e o psicélogo Eliot Stellar desenvolveram, nos anos
1990, o termo “carga alostatica” (MCEWEN, 2007). A homeostase é entendida como o
quadro em que as variaveis hormonais e fisiologicas de um modo geral se encontram em
niveis ou flutuagdes normais (HULME; MORVILLE; GUTKIN, 2019). Quando essas
variagdes ficam acima dos niveis habituais, como o0 que ocorre em uma reacdo de estresse, 0s
mecanismos alostaticos sdo requeridos para reestabelecer a homeostase a partir de vias ativas,

como a metabolizacdo dos hormdnios mediadores do estresse (HULME; MORVILLE;
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GUTKIN, 2019; MCEWEN, 2007; STERLING, 2012). Entretanto, como a ativagdo crbnica
da alostase também pode estar associada a patologias, (por exemplo “burnout”), McEwen e
Stellar introduziram o conceito de carga alostatica ou sobrecarga. O termo € utilizado para se
referir ao desgaste psicofisiolégico causado pelo estresse exacerbado ou pela ineficiéncia na
regulacdo da alostase, a qual pode ocorrer devido a dessensibilizacdo dos mecanismos
alostaticos ou pela falta de habituacdo a um estressor recorrente. Assim, as vias
correspondentes ndo sdo inativadas, mesmo na auséncia do estimulo, ou respondem a ele de
forma desproporcional (MCEWEN, 2007). Atualmente, o termo estresse é tido como um
conceito polissémico, ja que, na linguagem popular, é geralmente utilizado para se referir a
situacdes de autopercepgdo em relacdo a um incdmodo ou desgaste corporal ou psiquico (LU;
WEI; LI, 2021; MCEWEN; AKIL, 2020). Entretanto, seu conceito bioldgico abrange
inclusive as reacgdes iniciais, sejam elas perceptiveis ou ndo ao individuo, as quais, por meio
de uma série de sinalizagcbes hormonais, permitem a mobilizacdo de recursos energéticos
como resposta a um estimulo ou ameaca percebida pelo organismo (RUSSELL; LIGHTMAN,
2019).

2.2 BIOQUIMICA E FISIOLOGIA DO ESTRESSE

O estimulo capaz de ser percebido pelo organismo e desencadear a reacdo de estresse
pode ser real ou ndo, ja que sua natureza pode variar desde estressores sensoriais (fisicos) ou
gerados por quadros infecciosos, até psicologicos, como pensamentos ou memorias aversivas
(RUSSELL; LIGHTMAN, 2019). A percepcdo do estimulo estressor é iniciada com a
ativacdo do hipotalamo, o qual atua nos centros simpaticos da medula espinhal, estimulando o
sistema nervoso autdnomo (SNA) simpéatico (MCEWEN; GIANAROS, 2011; WON; KIM,
2016). Os nervos simpaticos atuam diretamente na medula da glandula adrenal, situada acima
dos rins, acarretando a liberacdo de adrenalina e noradrenalina, hormdnios responsaveis por
diversos efeitos viscerais em situagdes de “luta ou fuga” (NOUSHAD et al., 2021). Os efeitos
fisiologicos consistem em provocar estado de alerta através da dilatacdo das pupilas,
piloerecdo, sudorese, dilatacdo bronquica, taquicardia, vasoconstricdo periférica, inibicdo da
atividade do estdmago e do pancreas, e constricdo dos esfincteres do trato gastrointestinal
(TANK; WONG, 2015). Além disso, as catecolaminas estimulam a degradacéo do glicogénio
hepatico e muscular (glicogendlise) e do triacilglicerol (lipdlise), estando associadas ao
aumento dos niveis plasmaticos de glicose, glicerol e acidos graxos livres (NOUSHAD et al.,
2021; TANK; WONG, 2015).



16

Além de atuar no SNA simpatico, o hipotalamo é responsével por liberar horménios
com acdo sobre a glandula pituitaria ou hipdfise. Em resposta a liberagdo do hormdnio
liberador do hormonio de crescimento (GHRH), por exemplo, a hipéfise secreta o horménio
de crescimento propriamente dito, o qual atua no figado, provocando, dentre outros efeitos,
aumento da gliconeogénese e consequente maior mobilizacdo energética (KATO et al., 2002;
TANK; WONG, 2015). J& em resposta ao horménio liberador da tireotropina (TRH), a
hipofise secreta o hormonio tireoestimulante ou tireotropina (TSH), o qual estimula a
producdo e liberacdo de triiodotironina (T3) e da tetraiodotironina (T4), responsaveis pelo
aumento do catabolismo de glicose (KYRIACOU; TZIAFERI; TOUMBA, 2022). Por fim,
apos a secrecdao do hormdnio de liberagcdo da corticotropina (CRH), a adeno-hipofise libera a
corticotropina (ACTH), a qual atinge o cortex da glandula adrenal e estimula a secrecdo de
glicocorticoides e mineralocorticoides, cujos principais representantes sdo o cortisol e a
aldosterona, respectivamente (MCEWEN, 2007; MCEWEN; AKIL, 2020; RUSSELL,;
LIGHTMAN, 2019).

O cortisol é considerado o principal hormdnio do estresse e sua liberagéo € estimulada
cerca de 15 minutos apds a secrecdo de ACTH, que ocorre de forma pulsatil entre 7 a 15
episodios por dia. Sob condi¢es normais, 0s niveis circulantes de cortisol seguem um ritmo
circadiano, sendo que seu pico pode ser percebido nas primeiras horas de vigilia, com
posterior decaimento e variacdes durante o dia (BAMBERGER; SCHULTE; CHROUSOS,
1996; SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). Entretanto, tal dindmica é altamente
sensivel a fatores ambientais e internos, podendo ser alterada em resposta a alteracdes no
sono, estimulos estressores e patologias, por exemplo. Assim, em resposta a uma situacdo de
estresse, o cortisol é liberado na corrente sanguinea e exerce fungdes multissistémicas, ja que
praticamente todos os tipos de células expressam receptores de glicocorticoides
(BAMBERGER; SCHULTE; CHROUSOS, 1996). De forma geral, o horménio atua de forma
imediata no figado, aumentando a expressdo das enzimas da gliconeogénese, como a
fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK), tirosina-aminotransferase e glicose-6-fosfatase, e
consequentemente, a disponibilidade de glicose (LAWRENCE et al., 2019). No mdsculo,
ocorre a inibicdo da sintese proteica e a translocacdo do transportador de glicose do tipo 4
(GLUT4) para a membrana plasmatica, facilitando a captacdo da glicose pelas células. Além
disso, ha o aumento da mobilizacdo de acidos graxos e da sensibilizacdo a agentes
vasoconstritores, além da inibicdo da sintese de osteoblastos e colageno no 0sso e na
cartilagem, respectivamente (BAMBERGER; SCHULTE; CHROUSOS, 1996; SAPOLSKY;

ROMERO; MUNCK, 2000). Uma vez liberado na corrente sanguinea, o cortisol atravessa a
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barreira hematoencefalica, induz alteragdes comportamentais a partir da modulacdo da
percepcdo e da emocdo, e alcanga o hipotalamo e a adeno-hipofise, inibindo a secrecdo de
CRH e ACTH e autorregulando-se a partir de retroalimentacdo negativa (BAMBERGER,;
SCHULTE; CHROUSOS, 1996; CHIBA et al., 2012). Por fim, efeitos mais tardios podem
ocorrer a partir da sua ligagdo a receptores de glicocorticoides (GR), os quais regulam a
expressdo de genes ligados ao metabolismo da glicose, funcdo imune e comportamento
(BAMBERGER; SCHULTE; CHROUSOS, 1996; PIATO et al., 2011). Além disso, devido
ao aumento dos niveis de insulina em resposta a hiperglicemia, o figado é estimulado
novamente a sintetizar glicogénio (glicogénese). Em niveis circulantes altos e prolongados, o
cortisol acarreta em perda de massa muscular esquelética e dssea, e exerce efeito anti-
inflamatorio global por aumentar a sintese de citocinas anti-inflamatorias e reduzir a sintese
das pro-inflamatorias (MCEWEN, 2007).

Ja a aldosterona atua principalmente nos tdbulos contorcidos distais e nos ductos
coletores dos rins, e sua principal funcao é regular o equilibrio dos minerais sodio e potassio.
Ao se ligar aos receptores de mineralocorticoides, o0 horménio produz uma série de efeitos
especificos, como aumento na sintese de canais de sodio (Na*), o que facilita a retencdo de
sodio e a transferéncia de potassio (K*) para a urina, gerando um gradiente eletroquimico com
consequente aumento na reabsorcao de agua. Como resultado, ocorre incremento na volemia
sanguinea e na pressdo arterial (FERREIRA et al., 2021; FOURKIOTIS et al., 2012). Outras
células, como neurdnios do sistema nervoso central (SNC), midcitos cardiacos e células
endoteliais também expressam receptores de mineralocorticoides. Assim, os efeitos
multissistémicos da aldosterona incluem regulacdo neural da pressdo arterial e do apetite pelo
sal, efeito inotrépico positivo sobre o coracdo e elevacdo da excrecdo de K* pelo colon
(FOURKIOTIS et al., 2012; XANTHAKIS; VASAN, 2013). Esse e outros efeitos gerados
pela ativacdo simpatica e pela cascata hormonal em resposta a determinado estimulo estressor

estdo resumidos na Figura 2.



18

Figura 2 — Principais efeitos bioquimicos e fisioldgicos gerados pela resposta ao estresse.
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Devido a todos os efeitos gerados pela cascata hormonal envolvida na resposta ao
estresse, em situacbes em que os estimulos ocorrem de forma crénica, o organismo pode
apresentar reducdo drastica nas massas muscular esquelética e dssea, osteoporose, supressao
imunologica acentuada e hiperglicemia. Tal quadro geralmente esta associado ao estagio de
exaustdo, gerando predisposicdo a uma série de patologias, como depressao, transtornos de
ansiedade e diabetes, no qual surgem sintomas como taquicardia, fadiga, insénia, aumento da
ansiedade e irritabilidade (ANTONIUK et al., 2019; CHIBA et al., 2012; MCEWEN, 2007,
RUSSELL; LIGHTMAN, 2019; SANDI; HALLER, 2015; SAPOLSKY; ROMERO;
MUNCK, 2000). Atualmente, quadros de desgaste e exaustdo associados a altos niveis de
estresse, como a Sindrome de Burnout, séo recorrentes na populacdo mundial, configurando
um importante campo para a pesquisa voltada a saude humana (WEST; DYRBYE;
SHANAFELT, 2018). Assim, diversas formas de estudo, especialmente envolvendo modelos
animais, sdo cruciais para a melhor compreensdo dos mecanismos fisiologicos e
neurocomportamentais do estresse, e para a busca de novas alternativas terapéuticas para 0s

transtornos a ele associados.
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2.3 RESPOSTAS NEUROCOMPORTAMENTAIS RELACIONADAS AO ESTRESSE

A maioria dos estudos relacionados as respostas neurocomportamentais provocadas
pela reacdo de estresse séo desenvolvidos em humanos e roedores (RUSSELL; LIGHTMAN,
2019; SANDI; HALLER, 2015; SCHWABE; WOLF; OITZL, 2010; VEDHARA et al., 2000;
YARIBEYGI et al., 2017). Em resposta ao estresse agudo, 0s animais tendem a apresentar
aumento de pardmetros relacionados a ansiedade e agressividade (SANDI; HALLER, 2015).
Tais alteracGes comportamentais reforcam o carater adaptativo do estresse agudo como reacdo
a situagdes de “luta ou fuga” e sdo acompanhadas por aumento nos niveis de cortisol
circulante (MCEWEN; AKIL, 2020; SANDI; HALLER, 2015). Em relacdo a processos de
aprendizado e meméria, 0 estresse pode auxiliar ou prejudicar a performance dependendo de
cada situacdo. Por exemplo, participantes submetidos a uma pressdo momentanea, como um
teste de escrita, demonstraram melhora na retengdo de memdria por um periodo curto de
tempo (VEDHARA et al., 2000; YARIBEYGI et al., 2017). Entretanto, estudos que usam
exposicdo a situacOes estressoras antes de tarefas de aprendizado mostram tanto resultados
positivos quanto negativos em relacdo a capacidade de memorizacdo (DIAMOND et al.,
2006; SCHWABE; WOLF; OITZL, 2010; YARIBEYGI et al, 2017). Tais dados
demonstram, portanto, o carater complexo dos efeitos do estresse sobre diferentes aspectos e
reforcam a ideia de que os resultados dependem do tipo e da intensidade do estimulo
empregado, incluindo, principalmente no caso de humanos, o grau de conexdo emocional com
0 evento estressor (DIAMOND et al., 2007; LU; WEI; LI, 2021; YARIBEYGI et al., 2017).

No caso da exposicdo ao estresse cronico, também ocorre aumento da ansiedade e
reducdo da motivacdo e da interacdo social, especialmente nos animais mais ansiosos
(CASTRO et al.,, 2012; SANDI; HALLER, 2015). Por outro lado, longos periodos de
isolamento tendem a elevar o interesse social, sugerindo que a privacdo social de longa
duracdo gere aumento no interesse por coespecificos (VAN DEN BERG et al., 1999). Em
relacio a agressividade, diferentes protocolos de estresse crénico geram aumento de
comportamentos agressivos em camundongos, ratos e até mesmo cdes (BEERDA et al., 1999;
SANDI; HALLER, 2015; VAN DEN BERG et al., 1999). Curiosamente, estressores sociais
crénicos envolvendo confronto direto entre os individuos geralmente acarretam em
diminuicdo da agressividade em animais submetidos a consecutivas derrotas. No entanto, o
efeito oposto é observado apOs repetidas vitdrias, cujos animais apresentam niveis
exacerbados e anormais de agressividade (MICZEK; BOER; HALLER, 2013; SANDI,
HALLER, 2015).
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Apo6s periodos mais longos de exposicao a situagfes de estresse, como em protocolos
com duracdo de 15 dias ou até semanas, animais de diferentes espécies e humanos tendem a
apresentar sinais comportamentais ligados a depressdo, reducdo nas memdrias espacial e
verbal, e déficit cognitivo, acompanhado ou ndo de desordens de humor (YARIBEYGI et al.,
2017). Tais efeitos sdo acompanhados por alteracdes morfoldgicas no SNC. No hipocampo,
por exemplo, o qual apresenta receptores de glicocorticoides, é possivel observar atrofia,
reducdo na neurogénese e no nimero de neur6nios, alteracfes nos terminais sindpticos e até
diminuicdo de volume (LUPIEN; LEPAGE, 2001; SAPOLSKY et al., 2013; YARIBEYGI et
al., 2017). Esses processos neurodegenerativos no lobo temporal podem afetar diretamente
processos cognitivos ligados ao aprendizado e a meméria, gerando efeitos que podem ser
observados a longo prazo (LI et al., 2008; YARIBEYGI et al., 2017).

Estudos abordando diferentes tipos de estresse durante o desenvolvimento, seja nos
estagios pré-natal, neonatal ou na juventude, demonstram que muitos efeitos fisiologicos e
comportamentais ainda se mantém na fase adulta (BERNSTEIN et al., 2003; GLUCKMAN et
al., 2008). Em criancas e adolescentes, 0 estresse nos primeiros estagios de vida aumenta 0s
riscos de disturbios comportamentais, sejam eles internalizados ou externalizados. Os
comportamentos internalizados abrangem ansiedade, depressdo e inibicdo. Ja o0s
externalizados refletem maior agressividade, hiperatividade e problemas ligados ao
comportamento sexual (FRIEDRICH, 1998; GLUCKMAN et al., 2008). Em modelos
animais, a exposicdo ao estresse na fase pré-natal pode acarretar alteracdes no eixo HPA e
consequente dano a regides cerebrais em areas ricas em receptores de glicocorticoides
(GLOVER; O’CONNOR, 2002; JURUENA, 2014; SANDI; HALLER, 2015). Em relacdo a
interacdo social, o estresse nas fases pré-natal, neonatal e juvenil geralmente reduz a
motivacdo social na fase adulta (DE SOUZA et al., 2013; FRANKLIN et al., 2011; SANDI;
HALLER, 2015), enquanto que os efeitos na agressividade parecem depender da fase de
exposicdo. A privacdo materna, por exemplo, gera comportamentos mais agressivos em ratos
adultos (SANDI; HALLER, 2015), enquanto que situacdes estressoras durante a gestacdo
parecem reduzir tal parametro (PATIN et al., 2005). Além disso, estudos sugerem a influéncia
epigenética da exposicdo ao estresse, sendo que os efeitos fisioldégicos, como aumento nos
niveis basais de cortisol, e comportamentais, como maior ansiedade frente a novidade, tendem
a permanecer entre diferentes geragbes (MCEWEN, 2007; SZYF, 2019).

Muitos testes ja foram desenvolvidos para a avaliacdo das altera¢cbes comportamentais
provocadas por esses diferentes tipos de estresse, sendo que cada teste é capaz de prover

analises relacionadas a parametros especificos. Por exemplo, o teste de labirinto em cruz
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elevado e o teste claro-escuro permitem avaliagdes ligadas a respostas de ansiedade
(BOURIN; HASCOET, 2003; GRAEFF; FERREIRA NETTO; ZANGROSSI, 1998;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2014). Comportamentos depressivos podem ser observados a partir
do teste de preferéncia por sacarose, a qual se encontra reduzida em animais que apresentam
sintomas do tipo depressivos, caracterizando um comportamento semelhante a anedonia
(ANTONIUK et al., 2019; MOORE; BEIDLER; HONG, 2018). A preferéncia social pode ser
avaliada em arenas compartimentalizadas com a presenga de um coespecifico em uma das
extremidades, contabilizando o tempo e as entradas na regido préxima do coespecifico, ou por
testes de interacdo em uma arena homogénea (SANDI; HALLER, 2015). Por fim, parametros
ligados a locomocdo, exploracdo e comportamentos do tipo ansiedade podem ser analisados a
partir do teste de campo aberto (MOORE; BEIDLER; HONG, 2018; PRUT; BELZUNG,
2003).

2.4 TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto (open field test) foi inicialmente desenvolvido para o estudo
da emotividade em ratos e consiste em introduzir o animal em um ambiente desconhecido,
geralmente uma arena homogénea, plana e iluminada, observando seu comportamento durante
determinado periodo de tempo (PRUT; BELZUNG, 2003; WALSH; CUMMINS, 1976). Este
teste permitiu a distincdo de animais classificados como emocionais e ndo emocionais a partir
do nimero de entradas na regido central e dos niveis de defecacdo com apenas 2 minutos de
analise durante trials repetidas (HALL, 1934). Atualmente, 0 campo aberto € um teste muito
utilizado em estudos que envolvem psicologia animal principalmente devido a sua
simplicidade, facilidade para quantificacdo de comportamentos e ampla aplicabilidade
(EILAM, 2003; PRUT; BELZUNG, 2003; RODENBURG et al., 2003). O teste é aplicado
principalmente em analises relacionadas aos comportamentos locomotor e exploratério,
permitindo, por exemplo, a identificacdo de respostas do tipo ansiedade e de movimentos
estereotipados (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019; LAMPREA et al., 2008).
Alteracdes locomotoras, como baixa movimentacdo, podem indicar anormalidades em
processos motores e cognitivos (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019) e representar
respostas ansiosas ligadas a depressdo (HAO et al., 2019; MOORE; BEIDLER; HONG,
2018). Em roedores, é observada uma preferéncia pela area periférica do aparato, visto que a
permanéncia proxima as bordas representa uma protecdo contra potenciais ameacas,
geralmente acompanhada por episddios de avaliagdo de risco direcionados ao centro
(LAMPREA et al., 2008; SIMON; DUPUIS; COSTENTIN, 1994). Essa preferéncia pelas
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bordas ou paredes da arena é denominada tigmotaxia e apresenta-se aumentada em animais
ansiosos (BACH, 2022; HIMANSHU et al., 2020). A avaliacdo da ansiedade pode ser
acompanhada por medicdo da ativacdo do SNS, a partir dos niveis de defecacdo e miccdo,
pela laténcia para consumir alimento posicionado na &rea central e pela comparagdo com
resultados encontrados nos testes de labirinto elevado e claro/escuro (CATHY; SANDRA,
1996; HALL, 1934; MISSLIN; BELZUNG; VOGEL, 1989; PENTKOWSKI et al., 2021).
Além disso, estudos abordam a validacdo farmacoldgica do teste por meio da administracdo
de drogas ansioliticas, as quais aumentam o tempo gasto e 0 nimero de entradas no centro do
campo aberto, indicando reducdo do comportamento do tipo ansioso (GRIEBEL; HOLMES,
2013; PENTKOWSKI et al., 2021; PRUT; BELZUNG, 2003). J& os comportamentos
estereotipados, definidos por trajetorias ou acGes motoras repetitivas, coordenadas, ritmicas e
aparentemente sem proposito, sdo avaliados em modelos animais relacionados a diversos
transtornos (LIU et al., 2021). Essas respostas podem representar ansiedade, inclusive ligadas
ao estresse, e comportamentos semelhantes aos encontrados em transtornos do espectro
autista (TEA), transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e esquizofrenia (EILAM et al., 2012;
FRAZIER et al., 2021; KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019; SZECHTMAN; SULIS;
EILAM, 1998).

As analises realizadas no campo aberto também podem ser utilizadas para a melhor
compreensdo da construcdo sequencial (espago-temporal) do comportamento exploratorio
(LEKE et al., 2012). Dessa forma, a verificacdo dos niveis de tigmotaxia esta relacionada a
organizacdo espacial da exploracdo e pode ser quantificada por meio do tempo gasto na
periferia em relacdo ao centro, sendo empregada em estudos com diferentes espécies, como
roedores e peixes (EILAM, 2003, 2004; KALUEFF et al., 2013; MAXIMINO et al., 2010;
SIMON; DUPUIS; COSTENTIN, 1994). Ja no ambito temporal, verifica-se a dinamica de
determinados componentes comportamentais, como o namero e distancia dos episddios de
exploracdo do ambiente e a quantidade de episddios imdveis, a partir da definicdo dos pontos
de preferéncia de cada animal, aqui denominados zonas-base (EILAM, 2003; EILAM;
GOLANI, 1989; STEWART et al., 2012). A identificacdo desses pontos e a quantificacdo de
seus parametros correlatos podem permitir a analise de respostas estereotipadas e repetitivas,
sendo cada vez mais utilizadas em estudos que abordam o comportamento exploratorio e suas
diferentes modulages (BEN-PAZI; SZECHTMAN; EILAM, 2001; EDUT; EILAM, 2003;
EILAM; GOLANI, 1990; WEISS et al., 2018).

O estudo da organizacdo da exploracdo em animais também pode prover informagoes

importantes sobre 0s circuitos cerebrais envolvidos na construgdo comportamental frente a um
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ambiente desconhecido (JOHNSON et al., 2012; THOMPSON; BERKOWITZ; CLARK,
2018). Visto que a exploracdo € um mecanismo de aquisicdo de informagdes sobre
determinado espaco, tal processo sugere estar diretamente ligado & memoria espacial. Assim,
varios estudos investigam o papel do hipocampo e das regifes limbicas associadas na
organizacdo exploratéria (JOHNSON et al., 2012; LEHMANN; CLARK; WHISHAW, 2007,
TRAVIS et al., 2010). Por exemplo, ratos com lesdo hipocampal, em presenca de pistas
visuais, apresentam formacdo de zonas-base da mesma forma que 0 grupo controle.
Entretanto, quando expostos a um ambiente escuro, os individuos lesionados ndo estabelecem
tais pontos, distribuindo sua atividade por praticamente todo o aparato (THOMPSON;
BERKOWITZ; CLARK, 2018). Atualmente, sabe-se que o hipocampo e o sistema limbico
atuam na aquisicdo de informac0es ligadas a posicéo, distancia, direcdo e limites espaciais. As
chamadas place cells, por exemplo, localizam-se no hipocampo e s&o ativadas a medida em
que o animal se desloca pelo ambiente, auxiliando na sua representacdo e na construcao de
memoria espacial (JOHNSON et al., 2012). Ja estudos de imagens em humanos associam 0
processamento de decisdes exploratorias a maiores atividades na insula anterior e nas regides
pré-frontais, como o cdrtex frontopolar e o cortex cingulado anterior (CHAKROUN et al.,
2020; TOMOV et al., 2020). Em individuos ansiosos, por exemplo, a insula apresenta
hiperestimulacdo, enquanto que as regides pré-frontais demonstram disfuncdes, dificultando a
tomada de decisdes (GRUPE; NITSCHKE, 2013).

InvestigacGes sobre 0s mecanismos subjacentes a tais processos indicam papeéis
centrais de determinados neurotransmissores. A dopamina, por exemplo, atua no aprendizado
e na formacdo de memdria frente a novidade, além gerar motivacdo para a exploracdo
(RANGEL-GOMEZ; MEETER, 2016). Por outro lado, niveis mais altos de &cido gama-
aminobutirico (GABA) estdo ligados a reducdo de atividades motoras, sugerindo estar
relacionado ao processo de habituacdo ao novo ambiente (VIANNA et al., 2000). Tais dados
reforcam a complexidade envolvida no processo de exploracdo e revelam a importancia do
estudo de sua organizacao espaco-temporal em diferentes niveis para a compreensao de seus
mecanismos bioldgicos, inclusive em uma perspectiva translacional ligada a area da saude

humana.

2.5 ORGANIZACAO ESPACO-TEMPORAL DO COMPORTAMENTO EXPLORATORIO
A andlise da dindmica da organizacdo do comportamento exploratério no teste de
campo aberto pode ser realizada a partir de aspectos espaciais e temporais. De forma geral, a

distribuicdo espacial esté relacionada a ocupagdo das diferentes areas da arena, fornecendo
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dados relacionados, por exemplo, a tigmotaxia (LAMPREA et al., 2008; SIMON; DUPUIS;
COSTENTIN, 1994). Esse comportamento é definido como a preferéncia do animal por
permanecer préximo as bordas ou paredes do aparato em que esta inserido e geralmente é
associado a respostas de esquiva e ansiedade (MAXIMINO et al., 2010; SIMON; DUPUIS;
COSTENTIN, 1994). A regido periférica, portanto, atua como um local seguro ao animal
frente a novidade e sua ocupacgdo representa a aversdo a ambientes abertos ou expostos, que
pode ser observada em diferentes espécies e em outros testes, como o labirinto em cruz
elevado (CAMPOS et al., 2013; HIMANSHU et al., 2020). A sensibilidade a manipulacGes
farmacologicas reforca a tigmotaxia como um parametro capaz de refletir diferentes niveis de
ansiedade. Nesse sentido, a administracdo de substancias ansiogénicas, como a cafeina,
tendem a aumentar o tempo gasto na periferia em distintas espécies de vertebrados (DE
ABREU et al., 2021; PRUT; BELZUNG, 2003; SCHNORR et al., 2012). A exposicio a
drogas ansioliticas, como benzodiazepinicos, por outro lado, gera a reducdo em tal
comportamento (BACH, 2022; RICHENDRFER et al., 2012; SCHNORR et al., 2012). Ja a
apomorfina, por exemplo, apresenta efeitos dose-dependentes, com reducdo desse
comportamento ap0s a exposicdo a baixas concentracdes e aumento em concentragdes
elevadas (EK et al., 2016). Assim, trata-se de um parametro com ampla aplicabilidade e com
valor translacional em estudos neurofarmacolégicos e comportamentais.

Ja a distribuicdo temporal da exploracdo esta relacionada a forma como o
comportamento se organiza dentro de determinado intervalo de tempo. Assim, analisa-se 0
padrdo de excursdes exploratorias, de repertdrios motores e de imobilidade a partir da
identificacdo das regides preferidas por cada animal (BEN-PAZI; SZECHTMAN; EILAM,
2001; EILAM, 2003; THOMPSON; BERKOWITZ; CLARK, 2018). As zonas-base sdo um
ou mais pontos de referéncia estabelecidos naturalmente por organismos de variadas espécies
a fim de orientar a exploracdo do ambiente (EILAM; GOLANI, 1989; STEWART et al.,
2010). Estudos reportam o estabelecimento desses pontos em diferentes tadxons, como
roedores e peixes, demonstrando que sua localizacdo se da geralmente préxima as bordas da
arena ou nos cantos de aparatos retangulares ou quadrados. A partir de suas zonas-base, 0s
animais desempenham excursdes a outras regides do aparato, as quais podem conter episodios
de imobilidade, retornando em seguida ao seu ponto de preferéncia (AVNI; ZADICARIO;
EILAM, 2006; EILAM; SZECHTMAN, 2005; STEWART et al., 2010; THOMPSON;
BERKOWITZ; CLARK, 2018). Em roedores, a zona-base é identificada como o ponto em
gue o animal retorna mais vezes e passa mais tempo durante o teste. Nesse local, o animal

tende a apresentar uma variada gama de comportamentos, tais como grooming, rearing e
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movimentos circulares, possivelmente associados ao reconhecimento do ambiente. Além
disso, os episodios imoveis nesse ponto tendem a aumentar em funcdo do tempo de teste
(EILAM; GOLANI, 1989). No entanto, estudos demonstram que camundongos tendem a
apresentar um menor repertorio de comportamentos nesses pontos em relagdo a ratos, com
auséncia, por exemplo, de grooming e rearing (GORNY et al, 2002; THOMPSON;
BERKOWITZ; CLARK, 2018). Em estudos utilizando peixes, o protocolo de identificacéo
desses pontos foi adaptado as caracteristicas comportamentais desses animais. Nesse caso, a
imobilidade geralmente esta associada a hipolocomoc¢do, acinesia ou episddios de
congelamento em resposta ao estresse e aumento da ansiedade (KALUEFF et al., 2013).
Assim, a identificacdo das zonas-base em peixes procura eliminar a influéncia da imobilidade
— contréria a exploracdo — e considera, além do tempo gasto em cada zona do tanque, o
namero de transicbes e a distancia percorrida (STEWART et al., 2010). A posterior
sobreposicdo desses fatores para cada area revela o ponto de preferéncia de cada animal

testado (Figura 3).

Figura 3 — Protocolo de identificacdo das zonas-base adaptado para estudos com peixes.

Sobreposigao correspondente

Tempo gasto (%) Distancia percorrida (%) Transicbes (%) ao tragado comportamental

— Atividade no homebase — Excursdes (trips)

Fonte: do autor.

A sensibilidade farmacoldogica desse comportamento também ja foi explorada em
diferentes espécies. Em ratos, a exposicao a psicoestimulantes altera a ocupacao dos pontos de
preferéncia e a dindmica de seus parametros correlatos. Por exemplo, animais tratados
cronicamente com quinpirol, um agonista dos receptores dopaminérgicos D2 e D3,
apresentaram um repertério de atos motores e tempo de visita menores em suas zonas-base,

acompanhados por transi¢0es repetitivas entre um ponto e outro do aparato (SZECHTMAN;
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SULIS; EILAM, 1998). Em roedores expostos a anfetamina, é possivel observar
comportamentos estereotipados no teste de campo aberto, com trajetdrias espacialmente mais
definidas, repetitivas e com maior nimero de episodios imoveis. Além disso, em doses
maiores, ratos expostos a droga dividem sua atividade entre dois locais de preferéncia, ao
contrério dos animais controle, que tendem a restringir suas zonas-base a um unico local
(EILAM; GOLANI, 1990). Tais alteracbes sugerem que a analise do comportamento
exploratorio apds a administracdo dessas substancias pode ser usada para o desenvolvimento
de modelos animais ligados a transtornos neuropsiquiatricos, como o TOC e episodios do tipo
psicoticos associados a esquizofrenia (EILAM et al., 2012; EILAM; SZECHTMAN, 2005;
SZECHTMAN et al., 2016). Os comportamentos estereotipados observados ap6s a
administracdo de quinpirol, por exemplo, tém sido usados na comparacdo as compulsdes
observadas em pacientes com TOC (SZECHTMAN et al., 2016). Entretanto, a relacdo da
dindmica espago-temporal do comportamento exploratorio com diferentes estados afetivos,
como distintos niveis de ansiedade ou até mesmo respostas do tipo ansiedade ligadas ao
estresse, ainda nao foi devidamente explorada.

Alteracdes na dindmica de ocupacdo das zonas-base e de seus parametros correlatos
apos mudangas em determinadas condi¢cbes do ambiente apontam a sensibilidade desse
comportamento a componentes extrinsecos ao animal. O aumento das dimensdes da arena é
capaz de gerar excursdes mais curtas e frequentes, e aumentar a ocupacdo da periferia
(EILAM, 2003). Ja a introducdo de objetos ou paredes no campo aberto exerce influéncia
sobre a localizacdo dos pontos de preferéncia, os quais tendem a se deslocar para perto desses
objetos (EILAM, 2003; THOMPSON; BERKOWITZ; CLARK, 2018). Em arenas escuras, 0
namero de excursdes etende a aumentar, ao passo que, em ambientes iluminados, esse efeito
somente é observado apds o aumento da complexidade do ambiente (EILAM, 2004). Tais
resultados indicam, portanto, a importancia das condi¢des e da presenca ou auséncia de pistas
ambientais para a organizacdo da exploracdo. Estudos demonstram que pistas visuais,
inclusive posicionadas fora do aparato de teste, influenciam e até modificam a localizacdo das
zonas-base. Entretanto, evidéncias sugerem uma preferéncia por estabelecer tais pontos
proximo a pistas tateis, como objetos inseridos na arena, revelando uma hierarquia dos
estimulos sensoriais em relacdo aos visuais (THOMPSON; BERKOWITZ; CLARK, 2018;
WHISHAW et al., 2006). Dependendo da analise a ser realizada, esses fatores devem ser
considerados, como em relagdo ao local em que os animais séo colocados inicialmente no
aparato, a presenca de determinados elementos ou objetos no laboratério e até mesmo a

localizagdo do experimentador (JEDIDI-AYOUB et al., 2021). Por fim, a relacédo desses
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pontos de preferéncia com a formacao de representacdes e de memdria espacial em relagcdo ao
ambiente é reforcada por estudos que mostram a conservacdo da localizacdo das zonas-base
durante repetidas sessoes de teste. Por exemplo, ratos testados durante cinco dias seguidos no
campo aberto mantiveram suas zonas-base préximas a pista visual, inclusive no quinto dia,
quando a pista foi removida do teste (HINES; WHISHAW, 2005). Em outro estudo, os
animais conservaram a localizacdo de tais pontos durante as sessdes até mesmo em um
aparato tridimensional complexo (JEDIDI-AYOUB et al., 2021). Tais resultados demonstram
que, a partir das pistas disponiveis no ambiente, os animais tendem a memorizar e aprender a
relacdo fixa entre estas e a localizacéo de seu ponto de preferéncia.

Além disso, a verificagdo da formacdo de zonas-base em diferentes téxons de
vertebrados revela aspectos importantes de sua conservacdo evolutiva enquanto um
importante componente para a orientacdo e aquisicdo de informacfes sobre o ambiente
(STEWART et al., 2012). Entretanto, a investigacdo desse comportamento em certos grupos,
como em peixes, ainda carece de analises mais aprofundadas acerca de sua organizacao e
possivel sensibilidade a diferentes modulagdes (CACHAT et al., 2013; IBRAHIM et al.,
2014; STEWART et al.,, 2010). Assim, estudos utilizando espécies ainda consideradas
alternativas na pesquisa cientifica podem auxiliar na afirmacdo desses organismos como
modelos comportamentais relevantes, inclusive em pesquisas translacionais, além de ajudar a

compreender o papel desse comportamento no processo evolutivo.

26 O PEIXE-ZEBRA COMO ORGANISMO MODELO PARA AVALIAR AS
RESPOSTAS NEUROCOMPORTAMENTAIS INDUZIDAS PELO ESTRESSE

O peixe-zebra ou paulistinha (Danio rerio) € um teledsteo cuja utilizacdo como
modelo experimental tem se ampliado nos ultimos anos, devido ao seu baixo custo, facilidade
de manutencéo e geracao de proles numerosas. Além disso, a espécie apresenta cerca de 70%
de similaridade genética com os seres humanos, caracteristicas fisiologicas evolutivamente
conservadas e um amplo repertério comportamental, 0 que permite seu uso em pesquisas
translacionais (FONTANA et al., 2018; KALUEFF et al., 2013; STEWART et al., 2014). Por
exemplo, analises relacionadas a comportamentos complexos, como ansiedade, agressividade,
estresse, medo, dor e memoria de curto e longo prazo podem ser realizadas a fim de se
identificar o potencial terapéutico de novos farmacos e os efeitos provocados por compostos
de interesse toxicoldégico (BAMBINO; CHU, 2017; KALUEFF; ECHEVARRIA;
STEWART, 2014). Em relacéo ao teste de campo aberto, comportamentos como a tigmotaxia

e a formacdo de zonas-base também sdo observados, indicando a conservacdo de
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determinadas estratégias ligadas ao comportamento exploratério ao longo do processo
evolutivo (MAXIMINO et al., 2010; SCHNORR et al., 2012; STEWART et al., 2010). Além
disso, diversos estudos exploram a neurofisiologia do SNC do peixe-zebra, apontando que,
apesar das grandes diferencas morfolégicas em relacdo aos mamiferos, certas regides
apresentam funcGes andlogas aquelas observadas em roedores e humanos. O palio lateral, por
exemplo, executa fungdes semelhantes aquelas desempenhadas pela amigdala e o hipocampo,
sendo que este Gltimo possui papel chave no comportamento exploratério e na construcéo de
memoria espacial (VAZ; HOFMEISTER; LINDSTRAND, 2019). J4 o bulbo olfatério é
responsavel por coletar informaces de odor do ambiente e transmiti-las a outras regides do
cérebro, como o telencéfalo, o tdlamo e a habénula (MIYASAKA et al., 2009). A nivel
celular, o peixe-zebra expressa subclasses de neurdnios também encontrados em mamiferos,
como os glutamatérgicos, com funcdo excitatéria; gabaérgicos, que sdo inibitérios; e
neurdnios aminérgicos, que expressam 0S neurotransmissores dopamina, serotonina,
noradrenalina ou histamina (VAZ; HOFMEISTER; LINDSTRAND, 2019).

Em relacdo aos mecanismos envolvidos na resposta ao estresse, 0 peixe-zebra
apresenta, assim como humanos, o cortisol como principal horménio regulador das reacoes
(ALSOP; VIJAY AN, 2009; EGAN et al., 2009). Sua liberacdo resulta da ativacdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-inter-renal (HPI), analogo ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).
Assim, na presenca de um estimulo estressor, ocorre a liberacdo do CRH pelo hipotalamo. Em
resposta ao CRH, a glandula pituitaria secreta ACTH, o qual, por meio da corrente sanguinea,
atinge a glandula inter-renal, levando a liberacdo do cortisol. Da mesma forma como ocorre
em mamiferos, o horménio estimula processos como a gliconeogénese, o catabolismo
proteico e liga-se a receptores de glicocorticoides (GR) (ALSOP; VIJAYAN, 2009; BURY;
STURM, 2007; MOMMSEN; VIJAYAN; MOON, 1999; PIATO et al., 2011).

Estudos demonstram que maiores niveis de cortisol de corpo inteiro em peixe-zebra
podem ser observados apds a aplicacdo de protocolos de estresse agudo e cronico imprevisivel
(EGAN et al., 2009; MARCON et al., 2016, 2018; PIATO et al., 2011; QUADROS et al.,
2016). Tais protocolos buscam desencadear tanto respostas adaptativas frente a um estimulo
estressor momentaneo quanto mal adaptativas, a partir da aplicacdo continua de estimulos
aversivos. No caso do estresse agudo (EA), a exposi¢cdo a substancia de alarme de
coespecificos (CAS), além de alterar os niveis de cortisol, é capaz de provocar uma série de
respostas comportamentais ligadas a ansiedade (ASSAD et al., 2020; LIMA et al., 2015;
LUNKES et al., 2021; MEZZOMO et al., 2019; SHAMS; KHAN; GERLAI, 2021). A CAS é

liberada pelas células epiteliais do peixe-zebra apds algum dano fisico e funciona como um
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sinalizador quimico para os coespecificos, desencadeando respostas ligadas ao medo e a
ansiedade (EGAN et al., 2009; QUADROS et al., 2016). Sua composicdo quimica ainda ndo é
completamente elucidada, porém compostos como 3-N-Oxido de hipoxantina, sulfato de
condroitina e fragmentos de glicosaminoglicanos foram identificados como moléculas
presentes na CAS. Quando administradas de forma isolada, essas moléculas provocam
respostas aversivas em peixe-zebra, como congelamento e nado errdtico (SPEEDIE;
GERLAI, 2008). A CAS, por sua vez, € capaz de aumentar a expressdo de c-fos na habénula,
regido correspondente a amigdala em mamiferos e associada a reacfes de medo (NATHAN;
OGAWA; PARHAR, 2015; OGAWA; NATHAN; PARHAR, 2014). Dessa forma, os animais
expostos a CAS tendem a apresentar aumento da geotaxia (preferéncia pelo fundo) no teste de
tanque novo, da tigmotaxia, da imobilidade, do nado erratico e da coesdo de cardume. Essa
variedade de respostas ocorre sem, no entanto, alterar parametros gerais de locomocao, como
distancia percorrida e velocidade (ASSAD et al., 2020; LUNKES et al., 2021; QUADROS et
al., 2016; ROSA et al., 2020). Curiosamente, 0 protocolo de perseguicdo com rede aumenta 0s
niveis de cortisol, sem, entretanto, gerar respostas aversivas mais robustas como as
observadas apds a administracdo de CAS, sugerindo que tais alteragdes comportamentais
podem depender do tipo e da intensidade do estressor empregado (MEZZOMO et al., 2019).
Em relacdo ao estresse crénico imprevisivel (ECI), a variacdo do tipo de estresse e do
horéario de aplicacdo dos estimulos busca mimetizar situacdes que geram respostas fisiologicas
e comportamentais mal adaptativas. Apos a aplicacdo do protocolo de 7 dias, por exemplo,
aléem do aumento de cortisol, ocorre a reducdo na expressao de GR cerebral em peixe-zebra,
corroborando com uma regulacdo negativa da resposta ao ECI (PIATO et al., 2011). Ja as
principais alteracdes comportamentais observadas também envolvem o aumento da geotaxia,
da tigmotaxia e da coesdo de cardume, sendo que a locomocdo geralmente se mantém
inalterada (HENRIQUEZ MARTINEZ et al, 2022; MARCON et al., 2016, 2018;
THOMSON et al., 2020). Entretanto, é possivel identificar sinais de déficit cognitivo,
especialmente em testes relacionados a retencdo de meméria (PIATO et al., 2011). Ja apos a
aplicacdo de ECI prolongado, que pode se estender por 14 dias ou até semanas de aplicacédo
de estimulos estressores, além do aumento da ansiedade e de prejuizo a fungdes cognitivas, 0s
animais tendem a presentar respostas do tipo depressivas, como reducdo em parametros
locomotores e na coesdo de cardume (DEMIN et al., 2021; MOCELIN et al., 2019; PIATO et
al., 2011; SONG et al., 2018). Tais diferencas observadas ap0s a aplica¢do de cada protocolo

ajudam a esclarecer como certos mecanismos fisiologicos e comportamentais buscam se
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adaptar ou sdo influenciados de forma distinta de acordo com o tipo e intensidade dos

estimulos empregados (Figura 4).

Figura 4 — Quadro geral dos principais parametros afetados por diferentes protocolos de estresse em peixe-zebra
adulto.

Estresse ECI de ECI de 14

Parametros Agudo 7 dias dias Fontes
ou mais

(ASSAD et al., 2020; DEMIN et al., 2021;
) EGAN et al., 2009; MARCON et al.,
Geotaxia ' f ' 2016, 2018; MEZZOMO et al., 2019;
(tanque novo) MOCELIN et al., 2019; PIATO et al.,
2011; QUADROS et al., 2016; SONG et
al., 2018; THOMSON et al., 2020)

i . (LIMA et al., 2015;
Tigmotaxia ' f NA MARTINEZ et al., 2022)
- (EGAN et al., 2009; QUADROS et al.,
Imobilidade ‘. NA f 2016; SONG et al., 2018)
. NA (EGAN et al., 2009; MEZZOMO et al.,
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Setas para cima e para baixo indicam aumento e diminuigdo nos pardmetros correspondentes, respectivamente.
As barras correspondem a pardmetros que permanecem inalterados ap6s a aplicagdo dos protocolos. Parametros

ndo avaliados estdo representados por “NA”. Fonte: do autor.
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Apesar da gama de informacgdes conhecidas acerca dos efeitos promovidos por
diferentes tipos de estresse, hd poucas analises detalhadas a respeito de como a organizacéao de
comportamentos complexos, como a exploracdo, se adapta a esses processos. Além disso,
apesar de o estabelecimento de zonas-base pelo peixe-zebra no teste de campo aberto ja ter
sido descrito (STEWART et al., 2010), o processo de organizacdo sequencial do
comportamento exploratério na espécie necessita de investigacdes. Assim, novos estudos
podem inclusive esclarecer o quanto tal abordagem pode ser usada para compreender

mecanismos neurocomportamentais de interesse em uma perspectiva translacional.



32

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos promovidos pelo estresse agudo e estresse cronico imprevisivel

na organizagao sequencial do comportamento exploratério de peixe-zebra.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Analisar o padrédo temporal da formacdo de zonas-base na auséncia e presenca dos

diferentes estressores utilizando um indice para formacao dessas zonas;

- Verificar como os diferentes tipos de estresse modulam padrGes comportamentais
relacionados a exploracéo e a zona-base a partir da quantificagdo das transi¢Ges, tempo gasto
e distancia percorrida nesses pontos, bem como a analise do perfil de excursées e imobilidade

apresentado por cada grupo experimental,

- Investigar a influéncia do EA e do ECI sobre parametros locomotores gerais, como a
distancia total percorrida e velocidade, tanto nas zonas-base quanto nas demais regides da

arena de campo aberto;

- Avaliar como os estressores aplicados influenciam o padrdo geral de ocupacéo
espacial a partir da verificacdo da distribuicdo da exploracdo entre o centro e a periferia do

aparato e da quantificacdo dos niveis de tigmotaxia dos animais.
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4 HIPOTESES

1. A formagéo das zonas-base ocorre de modo gradual em peixe-zebra na medida em

que o animal explora o aparato do campo aberto.

2. A distribuicdo espacial, ligada a tigmotaxia, e temporal, relacionada a ocupacao das

zonas-base, difere no peixe-zebra de acordo com o tipo de estresse.

3. Os parametros exploratorios correlatos a essas bases, como o padrdo de excursdes e

de episddios imdveis, sdo diferentemente afetados pelo tipo de estresse aplicado.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The open field is a suitable task to analyze the sequential organization of exploratory activity and the homebase
Spatio-temporal exploration formation represents an important feature of environmental recognition. Although the zebrafish can define
Homebase homebase locations, there are no data reporting how stressful conditions modulate complex behaviors of this
Stress . P ) . . . ..

Open field aquatic species in the open field so far. Here, we aimed to characterize the spatio-temporal exploratory activity of
Z:braﬁsh adult zebrafish in the open field test, as well as to verify the responsiveness of homebase-related parameters to

acute stress (AS) and unpredictable chronic stress (UCS) protocols. Animals were exposed to conspecific alarm
substance for 5 min or subjected to a 7-days stress protocol using distinct stressors in an unpredictable manner.
Immediately after exposure to AS or 24 h after UCS, fish were individually placed in a circular tank and their
behaviors were recorded for 30 min to identify the respective homebase for each animal. We observed that UCS,
but not AS, increased thigmotaxis compared to the non-stressed fish. Notably, the sequential organization of
exploratory activity showed robust differences depending on the stress protocol. After the first 15 min of trial,
AS-challenged fish apparently used the homebase to organize briefly explorations to the environment.
Conversely, the UCS group was more immobile in the homebase after periodically performing ‘swimming bursts’
to the periphery with a greater number of stops per trip. Physiological stress responses were confirmed by the
increased whole-body cortisol in both AS and UCS groups. In conclusion, our novel findings report a different
exploratory profile related to stress responses in adult zebrafish tested in the open field, supporting the sensitivity
of homebase-related parameters to manipulations that modulate affective-like states.

1. Introduction of behaviors during a specific period of time [4]. The test also allows the

analysis of the sequential (spatio-temporal) organization of exploration,

The open field test is widely used in animal psychology and provides
data related, for example, to locomotion, anxiety-like behaviors, and
stereotyped movements in a simple and reliable manner [1,2]. The task
consists basically of dividing a homogeneous, plain, and illuminated
arena into zones (e.g., center and periphery) [3] to quantify a wide range

in which the spatial analysis of behavior may provide key information
related to thigmotaxis (i.e., preference for periphery over the center
area) in various species, such as rodents and fish [4-7]. Temporally, the
number and distance of exploratory episodes in the environment (trips),
as well as the number of stops are measured, using as a start point the
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homebase identification [8,9], which correlates with habituation
process.

The homebase behavior is based on the establishment of reference
points that serve as key locations to guide the exploration of the envi-
ronment [9,10]. Organisms of different species, after defining these lo-
cations, generally close to the edges of the arena [4], move most of the
time into these points and migrate from there to perform trips within the
environment [10]. Changes in experimental conditions (e.g., dimensions
of the arena, presence of walls and objects, and light intensity) affect the
pattern of trips and stops, peripheral distribution, and the location of
homebases [3,4], suggesting that both internal and external cues influ-
ence the organization of exploration [11]. Furthermore,
homebase-related endpoints have shown to be sensitive, for example, to
the administration of psychostimulants, constituting a possible tool for
the study of psychiatric disorders, such as obsessive-compulsive disorder
(OCD), and psychotic-like episodes [12-14]. For example, rats exposed
to quinpirole, an agonist of Dy and D3 dopaminergic receptors show
reduced repertoire of motor acts and shorter homebase visit intervals
compared to control, associated with increased repetitive behavior,
paralleling compulsive behaviors found in OCD [12]. Thus, the use of
alternative = vertebrate models may help understand how
homebase-related behaviors can be modulated in the presence of distinct
experimental manipulations in a spatio-temporal perspective.

The zebrafish (Danio rerio) has emerged as an experimental organism
in translational research in the last decade, due to its low cost, ease of
maintenance, and the presence of evolutionarily conserved genetic and
physiological features [15,16]. In addition, this species has a
well-characterized behavioral repertoire, allowing an in-depth investi-
gation of complex behavioral patterns [7]. Both thigmotaxis and
homebase formation in zebrafish have been reported previously, sup-
porting the conservation of these behavioral strategies throughout the
evolutionary process [8]. Previous data have shown that exposure to
ibogaine (i.e., a psychoactive alkaloid) reduces the latency to homebase
formation in zebrafish, reinforcing the sensitivity of such behavior to
pharmacological manipulations in this aquatic species [17]. However, in
relation to the reference points of exploration, studies using zebrafish as
model organism are scarce, being often limited to the identification of
homebases [8,10,18]. Moreover, the influence of manipulations that
modulate affective-like states on homebase formation and how such
points are used to explore the environment has not been reported yet.
Here, we aimed to analyze for the first time the spatio-temporal orga-
nization of exploratory behavior in zebrafish subjected to the open field
test and to verify the responsiveness of homebase-related parameters to
different stress protocols (acute stress and unpredictable chronic stress).
Based on the importance of ‘safe points’ as key locations in animal
neurobehavioral research [9-12], we postulate that the two aforemen-
tioned stressful conditions may differently affect homebase-related be-
haviors in zebrafish and, thus, the overall exploratory activity in the
open field.

2. Materials and methods
2.1. Animals and maintenance

Adult zebrafish (Danio rerio) with 4-6 months-old from both sexes
(short fin phenotype, ~50:50 male/female ratio) were acquired from a
local commercial supplier (Hobby Aquarios, RS, Brazil). This outbred
population is widely used in behavioral studies since they are expected
to be genetically heterogeneous closely resembling those found in nat-
ural conditions, thereby decreasing the effects of arbitrary genetic drifts
[19,20]. Fish were maintained for at least two weeks in 40-L thermo-
static tanks at a maximum density of 2 animals per liter of dechlorinated
water under constant mechanical and chemical filtration. Tanks were
kept at 27 + 1 °C, pH 7.2, conductivity at 1300-1500 pS.cm ™, dissolved
oxygen at 6.0 & 0.1 mg/L, total ammonia at < 0.01 mg/L, nitrate (NO3)
< 50 mg/L, nitrite (NO3) < 0.1 mg/L, alkalinity and hardness at 75 mg/L
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CaCOgs. Illumination was provided by fluorescent lamps, adjusted to a
14/10-hour light/dark photoperiod cycle (lights on at 7:00 am). Feeding
was administered twice a day with commercial flake fish food (Alcon
BASIC™, Alcon, Brazil). Animals used were naive and maintained
following the National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals. All protocols were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee (process number 7412110722).

2.2. Acute stress (AS) protocol: exposure to the conspecific alarm
substance (CAS)

To evoke the AS in zebrafish, animals (n = 12 per group) were
randomly distributed in each group and individually exposed to a 1-L
tank containing dechlorinated water in the absence (control) or pres-
ence of 3.5 mL/L CAS for 5 min. Both exposure time and concentration
used were based on previous reports, which showed robust aversive
behaviors in zebrafish [21,22]. The extraction of CAS was performed as
described previously [21,22]. Briefly, donor fish were removed from the
maintenance tank, anesthetized in cold water at 4°C, and euthanized by
decapitation. Donor fish were individually placed in a Petri dish with
10-mL of distilled water. Then, 10-15 superficial cuts were performed in
each side of the body to release the pheromone from damaged club cells,
avoiding blood extravasation and consequent contamination of the so-
lution. The solution was mixed gently to fully cover lacerated portions of
the animals. Importantly, CAS preparation was entirely made on ice and
a total of 6 donor fish were used for independent CAS preparations in the
acute stress protocol to ensure data reproducibility.

2.3. Unpredictable chronic stress (UCS) protocol

It is known that UCS can trigger anxiety-related behaviors in both
rodents and fish without changing locomotion-based parameters [21,23,
24]. As reported elsewhere [24,25], the UCS protocol was performed for
7 consecutive days, in which different stressors were applied two times
daily in an unpredictable manner (Table 1). The stressors used were: i)
chasing (using an aquarium net for 8 min); ii) cooling (exposure to
dechlorinated water at 23°C for 30 min); iii) CAS exposure (3.5 mL/L for
5 min); iv) social isolation in a beaker containing 250 mL of dechlori-
nated water for 45 min; v) crowding (increased density of individuals, in
which 10 animals were placed in a beaker containing 250 mL of water
for 50 min); vi) tank change (three consecutive tank changes); vii) low
water level (the dorsal region of the body remained above the surface for
2 min); and viii) heating (exposure to dechlorinated water at 33°C for 30
min). Before the experiments, animals were randomly divided into two
experimental groups: control and UCS (n = 14 per group). During the
7-day stress period, control fish remained in the maintenance tanks
under standard maintenance conditions.

Table 1
Protocol used for modeling UCS in zebrafish, with two exposures to distinct
stressors per day during a 1-week period.

Days Morning Afternoon
1 9:00 AM 3:00 PM
Chasing Crowding
2 11:00 AM 2:00 PM
Cooling Tank change
3 8:30 AM 4:00 PM
Social isolation Low water level
4 10:30 AM 2:30 PM
Crowding Chasing
5 9:00 AM 4:30 PM
CAS exposure Heating
6 11:30 AM 2:00 PM
Tank change Social isolation
7 10:00 AM 5:00 PM
Low water level Cooling
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2.4. Open field test

Immediately after exposure to the acute stressor and 24 h after the
UCS protocol (8th day), animals were gently placed in the center of the
apparatus using an aquarium net. The open field was performed in a
circular tank, with dimensions of 25 x 6 cm (diameter x water column
height), with transparent walls and a homogeneous light gray bottom to
ensure proper contrast and facilitate the detection of fish. Light intensity
was set at 180 lux above the apparatus (measured using a luxmeter app
from Android) to ensure a constant and uniform illumination by fluo-
rescent light tubes. Importantly, the use of a 6-cm water column height
was chosen to reduce vertical swimming activity of fish, stimulating the
horizontal exploration in the tank [26]. The arena was virtually divided
into center and periphery (6 cm from the edge) and 16 sections (8 on
each area) were created to estimate homebase formation (Fig. S1).
Behavioral activities were recorded for 30 min immediately after
placing the fish into the tank using a top-located webcam at approxi-
mately 60 cm from the surface. Videos were analyzed at 30 frames/s
using an appropriate video tracking tool (ANY-Maze™, Stoelting, CO,
USA) to avoid influence of external observers. Data of interest (loco-
motion-, exploration-, and homebase-related behaviors) were later
exported separately into Excel spreadsheets. Thigmotaxis was estimated
by the ratio between time spent in periphery per time spent in center
area. Two apparatuses were simultaneously used for behavioral analyses
and the water was replaced after each trial. Groups were tested in a
randomized manner (randomization provided by https://www.random.
org/) and no blinding was performed since all data were directly
extracted offline from the automated software.

2.4.1. Homebase identification

The identification of homebase was based in previous reports [10].
Basically, the exploratory activities of fish in each section of the tank
(1-16, see Fig. S1) during the 30-min trial were analyzed and a home-
base index (HI) was estimated by using the following formula: HI =
distance traveled x time spent x number of entries. These endpoints were
selected to eliminate the influence of immobility on such response, since
homebase formation depends on exploration and recognition of a ‘safe
place’ in the open field arena during the trial [10]. The respective for-
mula was applied for each section to define the zones occupancy and to
estimate the homebase for each fish (Fig. S1), which were used for
further analyses and correlate with those with increased activity
observed in the automated behavioral plots. The HI was also extracted
every 5 min across the trial and highest index value for each animal was
used to estimate the latency to homebase formation.

2.4.2. Quantification of trips and stops

After homebase formation, animals tend to perform trips to explore
the environment, returning periodically to their selected ‘safe point’ [4,
9,10]. The number of trips was calculated by comparing the exits and
entries in the homebase. The average duration of trips and average
distance of trips were calculated using the following ratios: time spent in
non-homebase areas/number of entries in the homebase and distance trav-
eled in non-homebase areas/number of entries in the homebase, respec-
tively. To assess the number of stops per trip, the following formula was
used: number of immobile episodes in non-homebase areas/number of trips.
These behaviors were also chosen to construct representative ethograms
expressing the overall exploratory activity pattern of each group as
described previously [18,27,28].

2.5. Whole-body cortisol levels

Whole-body cortisol measurements were performed to confirm the
effectiveness of the stress response at a physiological level. Cortisol
extraction was performed as described previously [29,30]. After the
stress protocols, other cohorts of fish (n = 6 per group) were euthanized,
decapitated, and frozen in liquid nitrogen. Each animal was weighed,
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minced, and further homogenized in 1 mL of phosphate buffer saline
(PBS, pH 7.4). Samples were then transferred to 2.5 mL of ethyl ether,
vortexed for 1 min and briefly placed in liquid nitrogen. The supernatant
(unfrozen portion) was transferred to another tube and kept overnight at
room temperature until complete evaporation. The final lipid-enriched
fraction was resuspended in 500 pL of PBS and used for the cortisol
measurements using the EIAgen™ CORTISOL test (BioChem Immuno-
Systems). Samples were run in duplicate and results expressed as ng
cortisol/g tissue using a standard curve with cortisol solutions at 0.5-60
pg/dL [29].

2.6. Statistical analysis

Normality of data and homogeneity of variances were analyzed by
Kolmogorov-Smirnov and Bartlett’s tests, respectively. Results were
expressed as means + standard error of the mean (S.E.M.) and
nonparametric data were log-transformed. Statistics were performed by
two-way repeated measures analysis of variance (RM-ANOVA), two-way
ANOVA, or Student’s t-test, depending on experimental data. Post-hoc
analyses were carried out by the Student-Newman-Keuls multiple
comparisons test whenever appropriate. One animal from UCS group
was excluded from data analyses since it jumped out from the experi-
mental tank in the final period of test. Thus, the number of subjects used
for the AS protocol was set at 12 fish for both groups. For the unpre-
dictable chronic stress protocol, the final number was 14 and 13 fish for
non-stressed and stressed groups, respectively. Importantly, the number
of subjects used is in accordance with previous data of zebrafish
behavioral assays [18,24,31]. All statistical analyses were performed
using a graphing and statistics software (GraphPad Prism 8.0™) and
results were considered significant when p < 0.05. Effects sizes to all
reported t and F values were expressed as Hedges’ g (g) and partial eta
squared (np2), respectively.

3. Results

In order to elucidate the homebase formation pattern of zebrafish,
we first analyzed the temporal dynamics of homebase-related behaviors
across the 30-min trial (Fig. 1). In the AS protocol, there were no sig-
nificant effects of interaction, time interval, or group factors for the
endpoints measured (Fig. 1A). Regarding the UCS (Fig. 1B), Two-way
RM-ANOVA yielded significant effects of group x time intervals inter-
action for transitions (F(s125) = 2.760, p = 0.0212, np2 = 0.099) and
distance traveled (F(s125) = 2.530, p = 0.0322, np2 = 0.092). Temporal
analyses also revealed a significant effect of time intervals (F(s125) =
2.321, p = 0.0470, np* = 0.085) and group (F(1 25) = 4.462, p = 0.0448,
np? = 0.035) for distance traveled in the homebase. Endpoint data
(Fig. 2) revealed that AS did not change transitions, time, and distance
traveled in the homebase (Fig. 2A). However, fish submitted to UCS
traveled lower distances in the homebase compared with CTRL (t =
2.110, df = 25, p = 0.0450, g = 0.788) (Fig. 2B).

Fig. 3 shows the average duration of entries in the homebase for each
stress protocol tested. We observed that AS did not change this param-
eter in the open field test (Fig. 3A). In the UCS, two-way RM-ANOVA
yielded a significant effect of group (F(; 25 = 6.808, p =0.0151, r]p2
= 0.214) across the test, in which UCS-exposed fish showed increased
average duration of entries in the homebase in relation to the respective
CTRL after endpoint analysis (t = 2.608, df = 25, p =0.0151, g = -
0.974) (Fig. 3B).

The homebase formation tendency of each group, as well as the
exploratory profiles using the homebase as key point location are shown
in Fig. 4. Notably, the homebase index reached maximum values after
the first 15-min of test interval. No differences were found in the AS
protocol regarding the latency to homebase formation (Fig. 4A). More-
over, AS did not elicit significant differences in the number, average
duration of trips, and in the number of stops per trip, but the trips were
shorter when compared to those observed in CTRL (t = 2.204, df = 22,
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Fig. 1. Temporal dynamics of homebase-related behaviors in zebrafish following acute (AS) (A) or unpredictable chronic stress (UCS) (B) protocols. Behavioral
responses were measured in 30 s fractions across the trial and later calculated in 5-min intervals as the area under the curve (AUC). Data are expressed as means + S.
E.M. and analyzed by two-way RM-ANOVA followed by Student-Newman-Keuls multiple comparison test whenever necessary (n = 12-14 per group, p < 0.05

as significant).

p = 0.0383, g = 0.869) (Fig. 4B). The respective exploratory profile of
fish subjected to AS was also shown as representative ethograms of
behavior (Fig. 4C). Two-way RM-ANOVA yielded significant effects of
group x time intervals interaction for the homebase index (F(s12s)
= 2.220, p = 0.048, np? = 0.082) in UCS-challenged fish. The latency to
homebase formation did not change and the homebase index were
similar in the first 15-min interval. However, UCS markedly decreased
the index values across the trial (F(s125) = 2.496, p = 0.0343, np2
= 0.091), as observed in the last 10 min of test (Fig. 4D). Furthermore,
UCS did not modify the average duration and length of trips, while the
number of trips reduced significantly in stressed fish (¢t = 2.253, df = 25,
p = 0.0333, g = 0.842) and the number of stops per trip increased in
relation to CTRL (t = 2.200, df = 25, p = 0.0373, g = - 0.822) (Fig. 4E).
The marked differences on the number of stops and trips were depicted
as representative ethograms for UCS-challenged fish (Fig. 4F).

In order to examine the exploration of the homebase during the first
and second half of the trial, we further divided the 30-min of trial into
two periods of 15 min (Fig. 5). Two-way RM-ANOVA yielded that the
transitions to the homebase area increased in both CTRL and AS groups
in the second period of test (F(1,22) = 12.42, p = 0.0019, np2 =0.361).
Significant effects of group x time period interaction (F(1,22) = 5.659,
p = 0.0265, np2 = 0.205) and time period (F(1,20) = 8.886, p = 0.0069,
np? = 0.288) were observed for time spent in the homebase and distance
traveled in the homebase, respectively. Post-hoc analyses revealed that
both endpoints increased in the last 15 min of test in AS group. The
average duration of entries in the homebase did not vary between
groups in the AS protocol when the first and second period of test were
analyzed (Fig. 5A). In the UCS protocol (Fig. 5B), the transitions to the
homebase increased in the last half of test in CTRL, but decreased in
stressed fish as evidenced by the significant effect of group x time period

interaction (F(1,25) = 5.488, p = 0.0274, np2 = 0.180). While no differ-
ences were found in the time spent in the homebase, the stressed group
traveled lower distances in the homebase compared with CTRL in the
last 15 min of test (F(; 25 = 4.984, p =0.0348, np2 = 0.166 for the
interaction factor). Furthermore, UCS group showed higher average
duration of entries in the homebase in both time intervals (F; 25
= 6.476, p = 0.0175, np? = 0.206 for the group factor).

Fig. 6 shows the immobility of each experimental group in the open
field test. In the AS protocol (Fig. 6A-B), temporal analyses of behavior
did not show significant differences in time immobile in homebase and
non-homebase areas for CTRL and AS groups. Although the time
immobile in the homebase did not change between groups, endpoint
data revealed that AS had increased immobility in non-homebase areas
(F(1,44) = 4.080, p = 0.0495, np2 = 0.085) (Fig. 6A). Furthermore, we
did not observe differences in the immobility across test and total time
immobile between groups (Fig. 6B). For the UCS (Fig. 6C-D), two-way
RM-ANOVA yielded significant effects of tank area x time intervals
interaction (Fs130) = 3.394, p = 0.0065, np2 = 0.115), time intervals
(F5130) = 3.178, p =0.0097, np2 =0.109), and tank area (F(i26)
=5.639, p = 0.0252, T]p2 = 0.178) for CTRL fish, which were kept in
housing tanks without stress for 7 days and showed higher immobility in
non-homebase areas during the first 10 min. A significant effect of tank
area x time intervals interaction (Fs120) = 2.401, p = 0.0409, np2
= 0.091) was verified in UCS-challenged fish, with higher immobility in
non-homebase areas during the first 10 min and in the homebase after
20 min of test. Additionally, the time immobile in the homebase was
higher in UCS group across the trial (F 25y = 13.41, p = 0.0012, npz
= 0.349), which also showed increased immobility in non-homebase
areas compared with CTRL (F(; 50) = 27.56, p < 0.0001, np2 = 0.355)
(Fig. 6C). The overall immobility for UCS group was higher than that
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verified in CTRL, as evidenced by two-way RM-ANOVA for temporal = -1.750) (Fig. 6D).

analysis of behavior (F(s125) = 3.341, p = 0.0072, qu = 0.118 for time
intervals factor; Fy 25y = 25.81, p < 0.0001, np2 = 0.508 for group
factor) corroborated by endpoint data (t = 4.696, df = 25, p < 0.0001, g

The influence of the stress protocols on locomotion was also assessed
(Fig. 7). Both AS and UCS did not modify the total distance traveled and
maximum speed. AS decreased the average speed in non-homebase
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Fig. 4. Homebase formation and organization of exploratory activity following acute (AS) (A-C) or unpredictable chronic stress (UCS) (D-F). Homebase index was
measured in 30 s fractions across the trial and later calculated in 5-min intervals as the area under the curve (AUC). Latency to homebase formation was estimated by
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analyzed by two-way RM-ANOVA, or Student’s t-test, depending on experimental data. Post-hoc analyses were carried out by the Student-Newman-Keuls multiple
comparisons test whenever appropriate (n = 12-14 per group, * p < 0.05). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to

the web version of this article.)

areas when compared with the respective CTRL (F(144) = 8.482,
p = 0.0056, np? = 0.162 for group factor) (Fig. 7A). Conversely, UCS
showed higher average speed in non-homebase areas than that verified
in the homebase (F(1 50) = 14.81, p = 0.0003, np2 = 0.229 for tank area
factor) (Fig. 7B).

Aiming to analyze the spatial activity of zebrafish in the open field
test, the occupancy in center and periphery areas were assessed (Fig. 8).
We did not find significant differences between CTRL and AS groups for
all behaviors measured, although the acutely stressed fish showed a

tendency to initially spend more time in the center zone, which is re-
flected by the representative temporal analysis of behavior and occu-
pancy plots (Fig. 8A). In the UCS experiment (Fig. 8B), two-way ANOVA
yielded significant effects of group x tank area interaction (F(j,50)
=7.895, p=0.0071, np2 =0.136) and tank area (F(1,50) = 33.56,
p < 0.0001, np? = 0.402) were found for the behavioral endpoint time
spent per area. Post-hoc analysis revealed that both CTRL and UCS group
spent more time in the periphery, in which stressed fish presented
increased thigmotaxis (t = 2.302, df = 25, p = 0.0299, g = - 0.860) as
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Fig. 6. Immobility in homebase area (H.A), in non-homebase areas (N.H.A.), and in the entire arena following acute (AS) (A, B) or unpredictable chronic stress (UCS)
(C, D). Temporal dynamics were measured in 30 s fractions across the test and later calculated in 5-min intervals as the area under the curve (AUC). Behavioral
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Student’s t-test, depending on experimental data. Post-hoc analyses were carried out by the Student-Newman-Keuls multiple comparisons test whenever appropriate
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corroborated by the representative spatio-temporal data and heat maps.
Although no differences were verified in the distance traveled per area,
the average duration of entries in the center area was decreased in UCS
group (F1 50) = 13.73, p = 0.0005, np? = 0.215 for tank area factor).
Both CTRL and stressed fish were more mobile in the periphery, but a
lower mobility was observed in UCS group for both tank areas (F(150)
= 9.894, p = 0.0028, np? = 0.165 and F(; 50) = 18.42, p < 0.0001, np?
= 0.269 for tank area and group factors, respectively).

Lastly, we also performed whole-body cortisol measurement to
confirm the effectiveness of the protocols used to elicit physiological
stress responses (Fig. 9). As expected, both AS- (Fig. 9A) and UCS-
challenged fish (Fig. 9B) showed higher cortisol levels in relation to
their respective CTRL groups (t = 3.282,df =10, p = 0.0083,g=-1.749
for AS; t = 2.410,df =10, p = 0.0367, g = - 1.284 for UCS, respectively).

4. Discussion

In this study, we report for the first time a detailed analysis of the
spatio-temporal organization of exploration in adult zebrafish using
different stress protocols. In general, we first evaluated how specific
behavioral endpoints temporally change in order to define the homebase
location of each fish in the open field. When challenged to stressful
conditions, both AS and the UCS groups showed distinct strategies to
explore the environment accompanied by increased whole-body cortisol
levels. These findings support use of homebase-related behaviors as
sensitive endpoints to evaluate how stress modulates the sequential
pattern of exploration in the open field test.

The spatio-temporal organization of the exploratory behavior, which
includes homebase formation, has been increasingly investigated in
rodents so far. Exposure to some pharmacological agents (e.g., quinpir-
ole and amphetamine) suggests the utility of these studies to validate
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experimental models that mimic specific phenotypes closely resembling
those found in some neuropsychiatric diseases [12,13,32]. It is known
that measuring the locomotion based on ‘safe places’ also configures a
potential tool to assess the construction of spatial memory [33,34],
exploration [9,35,36], and motor activities [37]. However, most studies
using zebrafish are limited to the homebase identification using few
behavioral endpoints for data analyses [8,10,17,18,38], which makes
difficult to elucidate how the spatio-temporal organization of the
exploratory behavior in the species is modulated in aversive contexts.
Here, we applied two well-validated protocols to induce stress re-
sponses in zebrafish aiming to investigate their potential effects on
exploratory activity in the open field test. Although the latency to
homebase formation did not change, acutely stressed fish were more
active in the homebase after 15 min (Figs. 1A and 4 A). The

establishment of the homebase generally occurs after habituation to
novelty stress, leading to increased exploration when anxiety-like re-
sponses reduce [24,39,40]. For instance, thigmotaxis, a behavioral
endpoint correlated with anxiety-like response [41,42], did not reveal
significant differences between groups (Fig. 8A). Apparently, animals
used the center area as a point of immobility and exploration in the first
minutes in relation to non-stressed fish, which may reflect a distinct
strategy to explore the apparatus and/or a different habituation
response. In fact, specific characteristics of the apparatus (e.g., shape,
size, or even the presence of transparent walls) can affect thigmotaxis,
suggesting that these behaviors are organized in a complex manner and
deserve further scrutiny [39,43].

Acute stress responses play an adaptative role in several species
facing a potential threat [44,45]. In zebrafish, CAS exposure has shown
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to activate hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis, thereby
increasing whole-body cortisol levels and anxiety-like responses [19,
21]. Here, AS group performed shorter trips (Fig. 4B), showing more
immobility (Fig. 6A) and reduced average speed in non-homebase areas
(Fig. 7A). Furthermore, the number and durations of trips, number of
stops per trip, total time immobile, and locomotion-based parameters
did not differ (Figs. 4B, 6B, and 7A, respectively). These findings rein-
force that the homebase in AS-challenged fish may serve as a reference
point to guide brief excursions to other potential non-preferred regions
(Fig. 4C) and that AS probably does not affect spatial memory.

In the UCS experiment, stressed fish showed a similar homebase
formation profile, but an abrupt reduction of index values was verified
in the last 10 min of test (Fig. 4D). Because the index value is suggestive
of locomotion and exploration in the homebase, the increased immo-
bility of UCS group can explain such data (Fig. 6D). Moreover, the
reduced number of trips, increased number of stops per trip, and the
higher average speed in non-homebase areas (Figs. 4E and 7B, respec-
tively) suggest that potential ‘burst swimming’ and ‘freezing episodes’
were key components observed during the exploration. This pattern of
behavior is usually observed after UCS protocols [24,46,47], suggesting
impaired habituation process. In addition, the enhanced thigmotaxis
indicates that trips were performed mostly in the periphery, corrobo-
rating increased anxiety-like behavior (Fig. 8B). Importantly, these re-
sults do not reflect motor dysfunction, since the total distance traveled in
UCS group was similar to that found in non-stressed fish (Fig. 7B) as
reported elsewhere [24,46,47]. Indeed, UCS-challenged fish apparently
used the homebase as an immobility point, from where they performed
‘swimming bursts’ in the periphery with increased number of stops per
trip (Fig. 4F). Since chronic stress is maladaptive, a disruption of the
spatial memory and impairments in cognitive functions [24,48], which
play crucial roles in the recognition of novel apparatuses and explora-
tion should not be ruled out.

Evidence supports an evolutionarily conservation of behavioral and
physiological responses of stress in zebrafish compared with those of
mammals [49]. However, specific phenotypes can be verified depending
on the duration of stressor. For example, protocols using unpredictable
chronic stressors (i.e., more than 14 days) may result in motor retarda-
tion and reduced shoal cohesion, suggesting a “depression-like state”
[24]. Our novel findings show substantial differences in the
spatio-temporal exploration after AS and the 7-day UCS protocol,
especially considering homebase-related activities. Although similar
aspects of stress action can be observed in AS- and UCS-challenged fish
(e.g., increased anxiety-like behavior and whole-body cortisol levels),
the dynamics and strategy of exploration show robust differences ac-
cording to the stressor. These findings reinforce the utility of zebrafish
models to understand how stress affects multiple behavioral domains in
a temporal perspective.

It is also relevant to emphasize that this study presents some limi-
tations. Because UCS-mediated responses did not change the behaviors
of male and female zebrafish tested in the novel tank diving test [46,47,
50], as well as other neurochemical parameters [49,51,52], animals
used here were randomly selected from their housing tanks to better
assess how stress affect zebrafish in a species-specific manner. However,
it is conceivable that sex and individual differences can modulate some
behavioral responses in zebrafish. For example, evidence shows that
females present higher levels of anxiety than males, suggesting the
patterns of boldness/shyness as sex-dependent [53,54]. Moreover, male
and female zebrafish may respond differently to the UCS in terms of
aggression-like behavior and HPI axis activation after tested in the
respective behavioral context [55]. Although analyzing a potential sex
effect is beyond the scope of this study, the elucidation of how sex and
individual features play a role in exploration and complex behaviors is
needed. Furthermore, testing the sensitivity of homebase-related be-
haviors to pharmacological modulators of anxiety using different pop-
ulations with distinct baseline anxiety-like profiles (e.g., short-fin and
leopard) is also important, since zebrafish respond to anxiogenic and
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anxiolytic drugs [22,31,42,56]. Mounting data show that
homebase-related behaviors may be sensitive to changes in size [4],
complexity [3], and illumination [3,11] of the arenas, which affect trips
and stops patterns, suggesting the involvement of environmental cues in
such behavioral organization [11,34]. Thus, testing other experimental
setups to perform automated 3D reconstruction of exploratory behavior,
as well as subsequent exposures to the same apparatus could serve as
interesting strategies to improve the use of homebase-related behaviors
in translational neuropsychiatry research.

In conclusion, our novel findings report how zebrafish organize the
exploration in the open field test from a spatio-temporal perspective.
Moreover, the analysis of homebase-related behaviors performed here
may provide useful data to understand the effects generated by distinct
stress protocols. In line with this, our “proof of concept” data support
that zebrafish use different strategies to explore the environment in
accordance to the respective behavioral modulation applied. Finally, we
reinforce the utility of zebrafish to elucidate the organization and dy-
namics of complex behaviors with potential translational relevance with
emphasis on cross-species analyses in experimental models of normal
and pathological CNS functions.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados do presente estudo descrevem, pela primeira vez, como
ocorre a formacdo de zonas-base em peixe-zebra em uma perspectiva espago-temporal na
auséncia e presenca de diferentes tipos de estresse. Com isso, € possivel afirmar que o
estabelecimento dos pontos de preferéncia ocorre na medida em que o animal reconhece e
adapta-se ao ambiente, revelando que testes com duracdo de pelo menos 30 minutos s&o
capazes de fornecer informagdes suficientes acerca de tal dindmica comportamental. Além
disso, 0 peixe-zebra é capaz de adotar diferentes estratégias de exploracdo de acordo com o
tipo de estresse ao qual é submetido. Assim, animais estressados agudamente demonstram um
padrdo de comportamentos que reflete o carater adaptativo frente a esse tipo de estresse,
utilizando suas zonas-base como ponto de seguranca a partir do qual executam curtas
excursdes ao ambiente. J& 0s animais estressados cronicamente apresentam comportamentos
condizentes com os efeitos mal adaptativos provocados pelo ECI. Nesse caso, 0s altos niveis
de imobilidade, o nado em “bursts” e a alta ocupacdo periférica refletem um alto grau de
ansiedade e possiveis prejuizos a funcbes cognitivas relacionadas ao reconhecimento e
memoria espacial gerados pelo protocolo aplicado. Por fim, o estudo reforca a utilidade da
analise espacgo-temporal da exploracdo como ferramenta para a compreensdo de respostas
complexas em peixe-zebra, demonstrando uma sensibilidade dos parametros comportamentais
relacionados as zonas-base a modulacdes do estado afetivo. Assim, a presente estratégia
utilizada no estudo salienta a relevancia do peixe-zebra para a investigacdo de mecanismos

neurocomportamentais de interesse inclusive em pesquisas translacionais.
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7 LIMITAQ@ES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

O presente estudo demonstra como o comportamento exploratorio de peixe-zebra se
organiza em uma perspectiva espago temporal em animais estressados e ndo estressados, e
revela como a ocupacgdo da zona-base responde a diferentes tipos de estresse. Entretanto, é
importante ressaltar algumas limitacGes. Sabe-se, por exemplo, que o peixe-zebra apresenta,
dentro de uma mesma populacdo, diferencas individuais que variam desde perfis timidos até
de maior ousadia (ARAUJO-SILVA et al., 2018). Além disso, estudos demonstram que
comportamentos do tipo timido e ousado sdo dependentes do sexo, em que as fémeas
aparentam ser mais ansiosas do que os machos (FONTANA; CLEAL; PARKER, 2020;
RAMBO et al., 2017; SOUZA et al., 2021). Apesar de ndo integrar o escopo do estudo e de a
analise ter como objetivo representar os efeitos do estresse a nivel de espécie, torna-se
importante investigar como tais diferengas modulam o padrdo espaco-temporal da exploracédo
e exercem influéncia sobre a interpretacdo de resultados. Nessa perspectiva, diferencas basais
nos niveis de ansiedade também j& sdo conhecidas em relacdo a diferentes populagdes de
peixe-zebra, como SF (short-fin) e LEO (leopard) (QUADROS et al., 2016; ROSA et al.,
2018). Assim, futuros estudos podem utilizar essa abordagem para ampliar o conhecimento
acerca das caracteristicas neurocomportamentais de cada populacdo. Em roedores, a
exposicdo a diferentes drogas psicoestimulantes e seus efeitos sobre o comportamento ligado
as zonas-base consolidam modelos animais para o0 estudo de certos transtornos
neuropsiquiatricos, como o TOC e a esquizofrenia (EILAM; SZECHTMAN, 2005;
SZECHTMAN et al., 2016). Assim, a administracdo de drogas que causem comportamentos
repetitivos e estereotipados em peixes, como quinpirole e anfetamina, podem contribuir para a
validacdo da espécie no estudo desses perfis comportamentais. Além disso, triagens utilizando
diferentes compostos ansiogénicos e ansioliticos podem esclarecer como diferentes niveis de
ansiedade modulam a atividade exploratéria em uma perspectiva espaco-temporal e
estabelecer esse tipo de analise no estudo de doencas ligadas a transtornos de ansiedade. Ja a
verificacdo da conservacdo das zonas-base ap0s sessbes repetidas pode auxiliar no maior
entendimento da memdoria espacial do peixe-zebra, cuja modulacdo pode ser testada a partir
da exposicdo a drogas que exercem efeitos sobre a consolidacdo de memdria, como o0 MK-801
e a escopolamina (BENVENUTTI et al., 2022; VOLGIN et al., 2019). Por fim, o presente
estudo aplicou o teste de campo aberto em duas dimensOes, limitando propositalmente a
atividade exploratdria dos animais a uma distribuicdo horizontal. Porém, por tratar-se de um

organismo aquatico, cujos comportamentos sdo organizados tridimensionalmente (ROSA et
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al., 2020; YANG et al., 2021), anélises 3D podem gerar abordagens mais detalhadas sobre a

organizacdo sequencial da exploracéo e da ocupagdo das zonas-base na espécie.
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ANEXO B - FIGURA SUPLEMENTAR DO ARTIGO CIENTIFICO

Fig. S1. Schematic identification of homebase formation in zebrafish. The figure shows a
representative analysis of a single subject tested in the open field with the percentage values
of time spent, transitions, and distance traveled per section, corroborated by automated
behavioral plots (A). The homebase index calculated for 16 fish is shown as heatmap, in
which more intense colors represent higher values for the individuals tested (B). Different

homebase locations were identified and shown as black dots.
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ANEXO C - LISTA DOS TRABALHOS COLABORATIVOS DESENVOLVIDOS
DURANTE O PERIODO DE MESTRADO

1. Adedara IA, Souza TP, Canzian J, Olabiyi, AA, Borba, JV, Biasuz E, Sabadin GR,
Goncalves FL, Costa FV, Schetinger MRC, Farombi EO, Rosemberg DB. Induction of

agression and anxiety-like responses by perfluorooctanoic acid is accompanied by modulation
of cholinergic- and purinergic signaling-related parameters in adult zebrafish. Ecotoxicol
Environ Saf. 2022 Jul 1; 239: 113635. doi: 10.1016/j.ecoenv.2022.113635.
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