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RESUMO

A atividade fisica voluntaria promove beneficios tanto na satde fisica
guanto mental, sendo um importante fator no tratamento de varias doengas
relacionadas a alteracbes metabdlicas. Existem varios modelos utilizados
para estudar essas alteracfes. Dentre eles destaca-se o Zebrafish (Danio
rerio), devido a sua similaridade genética com os seres humanos, seu manejo
facilitado e seu baixo custo de manutencdo. O estudo tem por objetivo avaliar
o potencial do Zebrafish como um modelo para estudos da atividade fisica
voluntéria, viavel, de baixo custo e que possa ser aplicado em estudos
relacionados ao comportamento. Utilizou-se 40 zebrafish, machos,
distribuidos aleatoriamente em dois grupos, atividade fisica voluntaria (AFV)
(N=20) e controle (CT) (N=20). O modelo consistia em dois tanques
regulares, ligados a um sistema de recircula¢do de dgua e conectados por um
tubo translicido e uma camera de video lateral, para medir os parametros de
atividade fisica dos animais. Um dos grupos foi submetido ao sistema de
atividade fisica voluntaria por uma semana. As variaveis foram peso,
comprimento padrdo, IMC (indice de massa corporal), parametros
comportamentais relacionados ao teste de tanque novo, aceleracdo maxima, e
velocidade maxima. A normalidade e homogeneidade foram analisadas
respectivamente pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. As comparagdes
foram realizadas através do teste T de student (p<0,05) e pelo teste U de
Mann-Whitney. Os resultados indicaram reducdo do peso final. Os animais
apresentaram maior aceleracdo e velocidade méxima de natacdo e maior
frequéncia de atividade no periodo de luz. Observamos melhor desempenho
fisico no teste de avaliagdo locomotora, que ndo foi acompanhado de aumento
da ansiedade. Os demais pardmetros mantiveram-se inalterados. Portanto,
pode-se concluir que o zebrafish respondeu positivamente a atividade fisica
voluntéria, mostrando ser um modelo promissor para estudos futuros.

Palavras-chave: Teste de tanque novo. Velocidade Maxima. Ansiedade.
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1. INTRODUCAO

Nos UGltimos anos, tém-se aumentado consideravelmente o uso do zebrafish
(Danio rerio) como um modelo animal em estudos como genética, biologia do
desenvolvimento, doencas humanas e ecotoxicologia (BROWN et al., 2017; FAZIO
et al., 2020; FREIFELD et al., 2017; FUKUSHIMA et al., 2020; KAWAKAMI et
al., 2016; AUDIRA, 2018). O zebrafish, é um teledsteo de dgua doce originario do
sudoeste da Asia. Refere-se a um peixe de pequeno porte, adulto mede cerca de 3-4
cm. Em relagdo aos roedores possui baixo custo de manutencdo diaria e manejo
facilitado por ser facilmente adaptavel em cativeiro. E encontrado principalmente
em cardumes. As fémeas possuem alta taxa de producéo de ovos, o que permite um
nimero de maior de animais nos estudos (GOLDSMITH, 2003; KHAN, et al., 2017;
RIBAS; PIFERRER, 2014).

O zebrafish, é uma espécie de peixe que vem sendo muito utilizada em
experimentos devido a sua similaridade genética com os seres humanos (SILVEIRA,
2012). Por ser fisiologicamente homologo aos humanos, ele permite aos
pesquisadores compreender vias e mecanismos relevantes para a patogénese humana
e tratamentos clinicos (SZYMANSKA, 2009). Assim, as avaliagdes farmacoldgicas
e andlises comportamentais, podem ser realizadas com um método simples
econbmico e robusto. (GOLDSMITH 2003; AIRHART, 2007; MCGRATH, 2008).
A relacéo entre o desenvolvimento humano e do zebrafish, propde também uma
continuagdo ou permanéncia dos comportamentos, o que fundamenta o uso do peixe
como modelo para estudos comportamentais e de salde.

Na atualidade, tem-se conhecimento sobre os beneficios da préatica de
atividade fisica tanto na saude fisica quanto mental da populacdo (O'DELL et al.,
2012). A atividade fisica voluntaria pode ser definida como uma atividade que nédo
¢ intimamente necessaria para sobrevivéncia ou para a manutencao da homeostase e
que n&o sofre influéncia de fatores externos (MARTINS, 2020). Estudos apontam
que a atividade fisica voluntaria possui influéncia sobre algumas medidas
biométricas, como peso e indice de massa corporal (IMC) (WALKER; MASON,
2018; BASTERFIELD; LUMLEY; MATHERS, 2009).

Ja é de amplo conhecimento da sociedade os beneficios que a atividade fisica
promovem na salde humana (BAUER et al., 2014; BOOTH et al., 2012, 2008;



GARCIA et al., 2014; GOEDECKE; MICKLESFIELD, 2014; KNIGHT, 2012;
WARD, 2014), porém, dada a necessidade de avaliar o desempenho fisico e 0s
efeitos do exercicio nas doencas, tem sido necessario desenvolver modelos de
treinamento aerébico (HASUMURA; MEGURO, 2016; PALSTRA et al., 2010) e
fisico (SIMMONDS et al., 2019).

Conforme abordado anteriormente, o uso do zebrafish como modelo de
estudo para pesquisas experimentais tem sido bastante explorado. No entanto, um
modelo de atividade fisica voluntaria (AFV) para o zebrafish ainda néo foi descrito,
embora tal modelo ja esteja difundido em roedores (BARDI et al., 2019; BUNIAM
etal., 2019; FRAGOSO et al., 2017; IDORN; PER THOR STRATEN, 1985; PARK
etal., 2017).

A utilizacdo do zebrafish como modelo de AFV permitiria, além de todos 0s
potenciais resultados ja citados, o estudo de farmacos que estimulem a atividade

fisica voluntaria e seus possiveis impactos em doencas metabolicas.

1.1 Objetivo geral

O estudo tem como objetivo avaliar o potencial do zebrafish como um
modelo para estudos da atividade fisica voluntaria, viavel, de baixo custo e que possa

ser aplicado em estudos relacionados ao comportamento.

1.2 Objetivos especificos

I. Criar um modelo de atividade fisica voluntaria;
Il. Comparar os parametros biométricos;

I1l. Comparar o comportamento de zebrafish submetidos ao sistema de atividade

fisica voluntaria com o controle;

IV. Avaliar o desempenho fisico de zebrafish submetidos ao sistema de atividade

fisica voluntaria com o controle.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diferenca entre atividade fisica e exercicio fisico

As mudancas profundas das normas e valores sociais gerais nos ultimos anos
tém também gerado alteracdes nos padroes e fungdes individuais e sociais do esporte
e da atividade fisica (BENTO, 1991). Atualmente, a pratica de atividade fisica, tem
sido cada vez mais difundida na populagdo. Desta forma é necessario o avango
cientifico na area possibilitando resultados adequados e que contribuam com a salde
e bem-estar do ser humano.

Um dos principais riscos para o desenvolvimento de patologias cronicas, é
um estilo de vida sedentario. (HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008). Sabe-se que a
falta de exercicio fisico pode favorecer o desenvolvimento de obesidade, doengas
cardiovasculares, diabetes do tipo |IlI, entre outras condigdes crénicas
(PAFFENBARGER; HYDE et al., 1993). A falta de exercicio fisico também tem
sido relacionada com disfungdes no sistema autoimune, doencas pulmonares e
desordens musculoesqueléticas, assim como alguns tipos de cancer e alteragdes
neurolégicas, como ansiedade e depressdao (BLUMENTHAL; WILLIAMS et al.,
1982).

Sendo assim, a préatica de atividade fisica vem recebendo muita atencéo,
principalmente para o desenvolvimento dos componentes de aptiddo fisica
relacionados com a saude, como a eficiéncia cardiorrespiratoria, forga, resisténcia
muscular, flexibilidade e composicao corporal. Existem outras vantagens descritas,
como a melhora na estabilidade articular, aumento da massa 6ssea, aumento das
concentragdes plasmaticas de colesterol HDL, diminuicdo da frequéncia cardiaca de
repouso, diminuicdo do risco de arteriosclerose, acidente vascular cerebral,
diminuicdo do estresse psicoldgico, entre outros (PATE, 1995).

Encontra-se também na literatura evidéncias que indicam que o exercicio
pode servir como um tratamento tdo eficaz como a psicoterapia e até mais eficiente
que outras interven¢des comportamentais para o tratamento de desordens do humor
(NORTH; MCCULLAGH et al, 1990; CRAFT; LANDERS, 1998;
BLUMENTHAL; BABYAK et al., 1999; HOFFMAN et al., 2011).

Muito se estuda e comprova a respeito dos efeitos e beneficios do exercicio

regular e controlado, sobre a saude do ser humano (BLUENTHAL et al., 1988;
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CREWS; LANDERS, 1987; SINYOUR; SCHWARTS; PERONNET; BRISSON;
SERAGANIAN, 1983). A reducdo dos niveis de ansiedade, estresse e depressao;
melhoras no humor; aumento do bem estar fisico e psicolégico; melhor
funcionamento orgénico geral; maior rendimento no trabalho; disposicéo fisica e
mental aumentada e outros, sdo apontados como resultados benéficos da pratica
correta e programada de exercicios fisicos (BERGER; MACINMAN, 1993). Assim,
arelacdo da atividade fisica e exercicios fisicos com a satide humana, esté atualmente
bem estabelecida, e se desenvolve sobre os conceitos das pesquisas na area da
medicina do esporte.

Ao pensar em uma vida fisicamente ativa, 0s termos que vem em mente sdo:
atividade fisica e exercicio fisico. Dessa forma, é importante evidenciar e discernir
0s conceitos de Atividade Fisica e Exercicio Fisico. O termo Atividade fisica, pode
ser definido como qualquer movimento corporal, produzido pelos mdsculos
esqueléticos, que resulta em gasto energético maior do que 0s niveis de repouso. Ja
o0 Exercicio fisico, um dos seus principais componentes € a atividade fisica planejada,
estruturada, repetitiva e intencional (MCAEDLE et al., 2009) e que tem como
objetivo final ou intermediario a melhora das capacidades fisicas tais como
resisténcia, forca e flexibilidade (CASPERSEN, 1985). E também definido por gerar
trabalho muscular e quantificado por variaveis tais como forca, trabalho, poténcia ou
velocidade de progressdo, indicadores amplamente utilizados em treinamentos
fisicos (FOSS; KETEYAN, 2000).

Além disso, o exercicio fisico leva o individuo a uma maior participacdo
social, resultando em um bom nivel de bem-estar biopsicofisico, fatores esses que
contribuem para a melhoria de sua qualidade de vida (BROGAN, 1981; CARDOSO,
1992).

As pesquisas envolvendo os impactos do exercicio na salde e
comportamento demandam muitas vezes modelos animais que possam ser
explorados. Recentemente, o zebrafish tem despontado como uma 6tima opgao para
este tipo de pesquisa, por ser uma espécie com similaridade genética ao ser humano
(HOWE et al., 2013) além de dispor de vérias caracteristicas que contribuem para a

utilidade do modelo.
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2.2 Atividade Fisica VVoluntaria

A atividade fisica voluntaria pode ser definida como uma atividade que néo
é intimamente necessaria para sobrevivéncia ou para a manutencdo da homeostase e
que ndo sofre influéncia de fatores externos (MARTINS, 2020). Para experimentos
cientificos, uma das formas de aferir a atividade fisica é utilizando roedores e rodas
de corrida. As rodas de corrida sdo mecanismos que quantificam a quantidade de
atividade fisica voluntaria que o animal realiza. A maioria destes animais facilmente
correm com facilidade nas rodas (SHERWIN, 1998) e por esse motivo a roda de
corrida é frequentemente usada para quantificar os niveis de atividade fisica geral ou
entdo para modular os efeitos do exercicio fisico (PATTERSON; LEVIN, 2008;
HASKELL-LUEVANO et al., 2009).

Em roedores, a corrida voluntaria proporciona melhoras em algumas
deficiéncias neuroldgicas e facilita a recuperacdo funcional pela redugdo da perda
neuronal (CARRO et al., 2001). Estudos como de Cunha et al., (2013), Duman et al.,
(2008) e Aguiar et al., (2014), mostraram gue a atividade fisica voluntaria em roda
de corrida produz efeitos antidepressivos. Dessa forma, a atividade fisica esta
associada com a diminuicdo do risco de prejuizos cognitivos, melhora do
aprendizado e da memoria através da melhora da funcéo do hipocampo, estabiliza¢&o
do humor e facilitagdo da recuperacdo de fungdes neurolégicas (COTMAN;
BERCHTOLD, 2002; TILLERSON et al., 2003; VAN PRAAG, 2009).

Muitos estudos tém relatado também algumas alteragGes no comportamento
de ratos e camundongos quando submetidos as rodas de corrida. Frequentemente
essas mudancas sdo atribuidas ao exercicio e muitos desses efeitos dependem da
duragdo da exposicao a roda de corrida. Oito semanas de corrida voluntéria na roda
aumentam as medidas de comportamento defensivo e as avalia¢Ges de risco em ratos
(BURGHARDT et al., 2004).

Além disto, a pratica da AFV, abrange uma relagdo com a populacdo e com
0 espago em que as pessoas estao inseridas. Isto é, a AFV se encontra em praticas
cotidianas, como deslocamento para o trabalho, lazer e tarefas domésticas. Cheik
(2003) relata que resultados disponiveis sugerem de maneira geral, que a pratica da
atividade fisica regular contribui com a satde, na manutengdo de um estilo de vida

independente, no aumento da capacidade funcional e na melhora da qualidade de
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vida. Dessa maneira, a atividade fisica deve ser mantida regularmente durante toda
a vida para que o individuo possa desfrutar de melhorias na qualidade de vida e
aumento na longevidade (CARDOSO 1995; FRIES 1981; MARIN 1995;
MCcARDLE 1992).

Conforme pode ser notado, apesar de existirem diversos estudos que
consideram a AFV e o exercicio fisico, grande nimero dos trabalhos séo realizados
tendo como base modelos de roedores. Entretanto, existem outros modelos que
também possuem similaridade genética com os seres humanos e que podem ser mais

explorados, como por exemplo o zebrafish.

2.3 Zebrafish

O zebrafish (Danio rerio), também conhecido como peixe paulistinha no
Brasil, é um teledsteo de adgua doce da familia Cyprinidae. O nome cientifico Danio
origina-se da lingua bangla ¢ “dhani”, que significa “do campo de arroz”, dado que
0 zebrafish é geralmente encontrado em colunas de dgua em locais onde se pratica o
cultivo de arroz (ARUNACHALAM et al., 2013). E um animal vertebrado aquéatico
de pequeno porte, que chega a fase adulta com 90 dias, possui cerca de 3-4 cm de
comprimento €é caracterizado pela alternéncia fenotipica de listras claras e escuras,
além do dimorfismo sexual acentuado. As fémeas produzem cerca de 200
ovos/desova, advindos de fecundacdo externa, o que caracteriza uma alta taxa de
producdo. Os embrides sdo translucidos, com desenvolvimento rapido facilitando o
acompanhando do crescimento com facilidade (KHAN et al., 2017; NOWIK et al.,
2015; SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015).

Uma comparagdo do genoma do zebrafish (HOWE et al., 2013) com um
genoma de referéncia humano, relevou que 70% dos genes humanos, tinham pelo
menos um ortélogo de zebrafish. Além disto, 84% deles se associam a doengas
humanas de maneira semelhante. Ainda, encontra-se uma extensa literatura sobre
experimentos com esse modelo (CHAKRABORTY et al., 2016). No Brasil, a pratica
adotada pelos pesquisadores em utilizar o zebrafish como modelo animal nos
experimentos se reflete no ndmero expressivo de trabalhos publicados,
principalmente desde a década de 90 (GHENO et al., 2016).

Por esse motivo, considerando todas as caracteristicas mencionadas acerca
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do zebrafish no contexto da pesquisa cientifica, ele se torna um modelo promissor e
alternativo para o presente estudo e nas mais diversas areas como: fisiologia,
genética, toxicologia, cancer, células-tronco, reproducéo, sindromes metabdlicas,

doencas, regeneracéo, entre outras.

2.4 Exercicio e Zebrafish

E de conhecimento da populacdo, que o exercicio fisico pode regular e
contribuir para a melhora da saide. No entanto, fisiologicamente ele também
representa um estresse para 0 organismo, onde gera um desvio do estado
homeostatico, levando a reorganizacao da resposta de diversos sistemas (SOARES,
2014). Dessa forma, o exercicio traz beneficios fisiol6gicos e psicolégicos em outros
vertebrados, entdo pode resultar em beneficios semelhantes para o zebrafish
(PALSTRA; PLANAS, 2012). Na dltima década, as pesquisas sobre o exercicio
fisico em modelos experimentais como o zebrafish, tem sido investigada
(BAGATTO et al., 2001) por isso, o zebrafish ganhou ampla atencdo no campo do
exercicio nos ultimos anos.

Proporcionar aos animais escolha e controle sobre seus ambientes tem sido
reconhecido como um mecanismo para um bom bem-estar, permitindo que os
animais lidem de forma mais eficaz com estressores e desafios (FIFE-COOK, 2019;
SAMBROOK, 1997; MELLOR, 2019). Constatou-se que peixes submetidos ao
tratamento com exercicios fisicos melhoraram a capacidade de associar estimulos no
teste de condicionamento (LUCHIARI; CHACON, 2013).

Estudos existentes sobre muitas espécies de peixes teledsteos mostram que
a indugdo do exercicio fisico pode resultar em maiores taxas de crescimento, massa
muscular esquelética, e reducdo das interagbes agressivas, juntamente com o
aumento de sobrevida. Um exemplo de exercicio fisico como a natacéo, € um fator
importante na historia de vida de um peixe teledsteo no ambiente aquético. Esses
peixes, apresentam uma diversidade de estratégias locomotoras, especialmente pela
capacidade de passar por amplas migrac@es alimentares e reprodutivas. Em razdo
disso, por mais diferentes que sejam essas estratégias, a natacdo mostra-se
intimamente relacionada a importantes processos biolégicos que ocorrem no

organismo, como o desenvolvimento inicial, crescimento somatico, crescimento
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gonadal e maturagdo (PALSTRA, 2011).

O zebrafish nos ultimos anos tornou-se um modelo vantajoso para observar
os efeitos do exercicio fisico (ROVIRA, 2018) no cérebro e no comportamento e
demonstrou ter efeitos benéficos na aprendizagem, (LUCHIARI; CHACON, 2013),
no crescimento (PALSTRA et al., 2010), envelhecimento (GILBERT; ZERULLA,;
TIERNEY, 2014), regeneracdo cardiaca (ROVIRA et al., 2018) e ansiedade
(DEPASQUALE; LERI, 2018). O zebrafish, oferece diversas vantagens sobre os
modelos animais de roedores, além disto, tem uma predisposicao natural ao cardume,
favorecendo e facilitando desta forma o uso de protocolos de exercicios em grupo
(DEPASQUALE, 2018).

Apesar de a manipulacdo genética do zebrafish se encontrar validada e
disponivel, muitas vezes faltam protocolos comportamentais (CHACON, 2013). Em
pesquisas neurocomportamentais, o zebrafish é um modelo animal bem estabelecido,
e possui potencial para se obter novos conhecimentos sobre os efeitos do exercicio
fisico no comportamento. Porém, pesquisas realizadas anteriormente foram
limitadas, acerca da capacidade de controlar com precisdo a intensidade e duragao
do exercicio e validagdo de testes para mensurar diferentes aspectos de
comportamentos (DEPASQUALE, 2018).

O estudo de Graham, Keyserlingk e Franks (2018) ofereceu ao zebrafish a
oportunidade de explorar livremente uma area que era desconhecida em seu tanque.
Para avaliar o comportamento exploratorio de livre escolha, eles analisaram a
laténcia para entrar na area até entdo desconhecida, o nimero de visitas, 0 nimero
de peixes que ficaram na parte inferior desta area e 0s comportamentos sociais,
incluindo agonisticos, afiliativos, coesdo e coordenacdo do grupo. Os resultados
foram, um aumento no comportamento afiliativo (que fortalece as relagdes sociais e
lagos afetivos), reducdo no comportamento agonistico (respostas defensivas,
submissdo, ameacas, exibicles e agressdo), aumento da coesdo (proximidade entre
individuos do grupo) e coordenagdo em grupo (alinhamento de individuos do grupo
no mesmo plano horizontal), além de ndo aumentar a ansiedade.

Foi sugerido por Blaser e Rosemberg (2012), que uma combinacéo de teste
comportamentais deve ser utilizada para observar o comportamento semelhante a
ansiedade em zebrafish.

No trabalho de DePasquale (2018) os peixes foram divididos em dois grupos:

Exercicio e Controle. Os peixes do grupo exercitado foram desafiados
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aerobicamente (velocidade méxima da &gua: 0,5 m/s) utilizando um tanel de natacéo,
uma hora por dia, por cinco dias por semana, durante seis semanas. Os peixes do
grupo controle passaram a mesma quantidade de tempo no tinel de natagdo, mas néo
foram desafiados aerobicamente (velocidade méxima da agua: 0,05 m/s). Ao final
do experimento, apds seis semanas, todos os peixes foram testados individualmente
em dois testes padréo de ansiedade complementares para o zebrafish. Deste modo,
foram utilizados o teste de tanque novo (para medir 0s aspectos tigmotaxicos do
comportamento) e o teste claro-escuro (para medir os aspectos escototaxicos do
comportamento). Os peixes do grupo exercitado, exibiram comportamentos de
ansiedade reduzidos no teste de tanque novo; eles passaram mais tempo no topo e
foram mais rapidos nas entradas da parte superior de um novo tanque, em
comparagdo com os peixes do grupo controle. Além disto, os peixes exercitados
passaram mais tempo no compartimento claro do teste claro-escuro em comparacéo
com o0s peixes controle. Isto resultou num efeito benéfico do exercicio no
comportamento do tipo ansiedade em zebrafish.

No estudo de Luchiari e Chacon (2013), foi testado se a atividade fisica
poderia facilitar o processo de aprendizagem do zebrafish em uma tarefa de
condicionamento associativo. Um peixe zebrafish ndo exercitado demonstrou
resposta de aprendizagem associativa a partir do 5° dia de teste, a0 mesmo tempo
que peixes previamente submetidos a nadar contra a corrente de agua exibiram
aprendizado no 3° dia de teste. Tais resultados mostraram que a atividade fisica pode
acelerar a resposta de aprendizagem associativa em zebrafish, apontando os
beneficios do exercicio para 0s processos cognitivos.

Pesquisas sobre os efeitos da natacdo no crescimento e expressdo de genes
marcadores de crescimento muscular em zebrafish adultos, determinaram a espécie
como um modelo de exercicio vidvel (PALSTRA et al., 2010). Na mesma linha, o
trabalho de Palstra (2011), evidenciou que zebrafish adultos que foram exercitados
por 20 dias em velocidades Otimas de natacdo demostraram um crescimento
altamente significativo induzido pelo exercicio de 5,6% no comprimento corporal e
41,1% no peso corporal quando comparados aos peixes em repouso.

Todavia, o zebrafish selvagem que vive em agua corrente parece exibir
maiores niveis de agressao, menos coesdo do grupo e mudancas de lideranga mais
frequentes do que zebrafish encontrado em agua parada (SURIYAMPOLA, 2016;

SHELTON, 2020), e isso foi replicado em laboratdrio com niveis mais elevados de
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agressao encontrados entre os peixes em agua corrente (BHAT, 2015).

O zebrafish habituado em &guas de fluxo continuo pode, portanto, levar a
um comportamento mais antissocial quando comparado aqueles que séo habituados
em aguas paradas. No entanto, pode ser possivel promover um melhor bem-estar
fornecendo ao zebrafish a escolha pelo exercicio (STEVENS, 2021). De Pasquale et.
al., (2019) observaram que o zebrafish mostrou uma aversdo ao tanque com
compartimentos contendo &gua corrente, mas uma preferéncia por compartimentos
contendo fluxo de &gua e estruturas (plantas e substrato) sobre um compartimento
estéril ou um compartimento contendo estruturas, mas sem fluxo de agua. Isso pode
ocorrer porque as estruturas podem dar abrigo do fluxo e, assim, fornecer ao
zebrafish a escolha de interagir, mas somente quando a interagdo com ele é opcional
(STEVENS, 2021).

2.5 Zebrafish como modelo de comportamento

E crescente a utilizacio de modelos animais de exercicio para a simulagéo
das condicOes de estresse e adaptacdo observadas em humanos (GONDIM; ZOPPI
et al., 2007). O zebrafish, é considerado uma espécie ideal para pesquisas em base
genética de sindromes comportamentais (MORETZ, 2007).

Gouveia, Maximino e Britto (2016), fizeram uma revisdo de estudos
comportamentais com peixes, e constataram que aproximadamente 25% dos estudos
correspondiam a trabalhos que utilizaram o zebrafish como modelo experimental.
As medidas comportamentais que tém sido geralmente utilizadas em modelos de
ansiedade envolvendo zebrafish sdo: os padrdes exploratérios, no qual inclui o tempo
de permanéncia do animal em cada compartimento do tanque, seguido pelo etograma
de nado, onde inclui os comportamentos de timotaxia, congelamento e nado irregular
(MAXIMINO et al., 2010). Essas medidas descritas, coincidem com o registro
comportamental para zebrafish proposto por Kalueff et. Al., (2012), que classificam
comportamentos ansiosos como: um comportamento complexo ocorrido por
ambientes/estimulos perigosos ou potencialmente perigosos, abrangendo exploracdo
reduzida, preferéncia pelo fundo do tanque, timotaxia, preferéncia pelo escuro,
freezing (congelamento), mudanca na coloragéo corporal e nado irregular.

Ja uma revisdo realizada por Stevens (2021), explorou os efeitos que o
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enriquecimento ambiental pode ter no comportamento, fisiologia e bem-estar de
zebrafish em laboratdrio. Visto que o enriquecimento pode ajudar a promover a
expressdo do comportamento natural, reduzir comportamentos anormais, de estresse
e promover o bem-estar positivo que, portanto, também pode ajudar a melhorar a
qualidade dos dados cientificos (YOUNG, 2013; POOLE, 1997). Bloomsmith et al.,
(1991) descreveu cinco categorias de enriquecimento: social, fisico, nutricional,
ocupacional e sensorial. Assim, Stevens et. al., (2021) concluiu que o0s
enriquecimentos podem ser aplicados de varias formas e estratégias, e que séo
capazes de melhorar o bem-estar de zebrafish em laboratorio, proporcionando varios
beneficios, dentre eles: fisioldgicos, aumento da neurogénese, reducao do estresse e
ansiedade. Além de que, o bem-estar dos animais é essencial para uma boa ciéncia
e, portanto, para uma melhor compreensdo de como fornecer melhores condigdes
possiveis para o zebrafish em laboratério deve ser priorizado.

Como enfatizado anteriormente, o zebrafish é um animal que tem se
mostrado Util em vérias areas de pesquisa do comportamento, incluindo estados
afetivos relacionados ao estresse. O estresse € um comportamento descrito como
reagoes fisioldgicas que ocorre quando o organismo tem sua homeostase ameagada.
Este conjunto de reacdes fisiologicas foi denominado por Serban (1936) de sindrome
de adaptacao geral. Durante a resposta de estresse ocorre a liberacdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) e de corticoides na corrente sanguinea, havendo
ativacdo do eixo pituitaria-adrenal e simpatico medular adrenal.

A tilizacdo do zebrafish como modelo para pesquisas na area de
neurociéncias e neurobiologia do comportamento vem se evidenciando ao longo dos
altimos anos (SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015). No entanto, um modelo de
atividade fisica voluntaria (AFV) para o zebrafish ainda néo foi descrito, embora tal
modelo j& esteja difundido em roedores (BARDI et al., 2019; BUNIAM et al., 2019;
FRAGOSO et al., 2017; IDORN E PER THOR STRATEN, 1985; PARK et al.,
2017).

O zebrafish apresenta algumas vantagens quando comparado a outros
modelos normalmente mais utilizados no meio experimental, como a drosofila e o
camundongo, sdo elas: embrides translucidos (fecundagdo externa), maior
capacidade reprodutiva, curto tempo até atingir a idade adulta (60-90 dias) e baixo
custo de manutencédo diaria (KHAN, et al., 2017). Abrange a possibilidade da sua

utilizagdo como modelo para testes de compostos, como drogas e tdxicos, em
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diversos animais simultaneamente expostos diretamente na agua (KALUEFF;
STEWART; GERLAI, 2014; SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015). Nessa perspectiva,
um dos modelos mais utilizados no estudo da genética comportamental é o zebrafish
(DA SILVA CHAVES et al., 2018; KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014;
STEWART et al., 2015), incluindo comportamento social (SHAMS et al., 2017),
medo (CHOI et al., 2018), aprendizado e meméria (LEIGHTON et al., 2018),
ansiedade e estresse (PANCOTTO et al., 2018), dentre outros.

E importante desenvolver métodos que registrem com precisio os fen6tipos
comportamentais. O teste de tanque novo, oferece uma representacdo maior dos
pardmetros comportamentais, ja que utilizando a observacdo manual, alguns
comportamentos ndo se mostram tdo visiveis e disponiveis. Além disso, 0 uso de
software permite a quantificacdo de certos comportamentos que sdo altamente
subjetivos (CACHAT et al., 2011).

O zebrafish € um animal constantemente ativo que se adapta rapidamente a
novos ambientes, sendo uma excelente escolha para experimentos comportamentais.
Desse modo, para se determinar os niveis de ansiedade dos animais, utiliza-se o teste
de tanque novo, por ser um teste bem estabelecido que fornece aos pesquisadores
uma ferramenta importante no estudo do comportamento de ansiedade e estresse no
zebrafish (CACHAT et al., 2011). Através do teste de tanque novo sao realizadas
medicBes assistidas por video, que fornecem informacdes rapidas, precisas e
consistentes da locomocao do zebrafish e do comportamento relacionado a ansiedade.

No Quadro 1 é apresentado de forma consolidada os parametros
comportamentais e suas respectivas definicGes e interpretacdes segundo o teste de

tanque novo.

Quadro 1: Resumo dos pard@metros comportamentais, e sua defini¢do de acordo com

0 teste de tanque novo.

Parametro Definigdo Interpretacéo

Tempo gasto em Tempo total gasto na parte | Duracdo mais longa no topo

cima (topo) (s) superior do tanque novo. do tanque, indica niveis
mais baixos de ansiedade.

Distancia Distancia total percorrida | Distancia maior percorrida

percorrida na parte | na parte superior do tanque | no topo do tanque, indica

superior (topo) novo. niveis mais baixos de

(cm) ansiedade.
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Frequéncia das Numero de entradas do Numeros de entradas mais

entradas do meio meio para o topo. altos, indicam niveis mais

para cima (topo) baixos de ansiedade.

Duracéo(des) do Imobilidade total (>1s), Indica aumento da

congelamento exceto dos olhos e guelras. | ansiedade. A duragdo do
Duragdo total do periodo congelamento, geralmente é
de congelamento. maior em zebrafish

estressados.

Fonte: Cachat et al., (2011), Audira (2018)

3. METODOLOGIA

3.1 Apreciagéo Etica

O presente trabalho foi realizado no Biotério Central da Universidade
Federal de Lavras (Lavras, Minas Gerais, Brasil), com métodos e procedimentos
experimentais submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Federal de Lavras, sob o protocolo n® 042/2019.

3.2 Animais Experimentais

Utilizou-se 40 zebrafish adultos machos e saudaveis, com idade de 12 meses,
peso médio de 0,562 + 0,135 g, mantidos sob fotoperiodo de 14 h de luz: 10 h de
escuro. Foram monitorados todos os dias, e mantidos dentro das faixas
recomendadas para a espécie os parametros de qualidade da agua, sendo a
temperatura (28°C), pH 8.0 e concentracdo de amdnia total 0.03 mg/L Os peixes
foram alimentados com racdo comercial (Proteina bruta 45%, ALCON, Brasil) 3
vezes ao dia, até a saciedade aparente. Para a formacgado dos grupos experimentais, 0s
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, atividade fisica voluntaria
(AFV) (n = 20) e controle (CT) (n = 20).
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3.3 Sistema de Atividade Fisica VVoluntéria

Os peixes foram submetidos a um sistema de atividade fisica voluntéria que
foi adaptado de McDonald et. al., (2007). O sistema utilizado nesse trabalho consistia
em dois tanques transldcidos (22,5 cm de altura x 33 cm de comprimento x 23 cm
de largura) conectados por um tubo pléstico transltcido (60 cm de comprimento x 5
cm) centralizado a 8 cm do fundo dos tanques. Este tubo de conexdo foi ajustado na
mesma altura para que nenhuma corrente fosse produzida dentro do tubo. A érea da
secdo transversal do tubo era grande o suficiente para permitir que 0s animais se
movessem de um tanque para o outro. A representacdo visual do modelo pode ser
verificada na Figura 1. O objetivo do modelo, foi determinar a quantidade de AFV
utilizando equipamento de video monitoramento. Desse modo, foi quantificado o

nimero maximo de animais por hora nos tanques dos dois grupos.

| 2 D\
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Simulador de
A0 fluxo de dgua »
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©%
et
TANQUE A TANQUE B \/:l
% Gravador
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Figura 1. Sistema AFV adaptado de McDonald et al., (2007). O tanque A ndo possui
mecanismo gerador de fluxo de dgua, enquanto que o tanque B possui mecanismo gerador
de fluxo de &gua.

Fonte: Adaptado de McDonald et al., (2007).

Cinco dias antes do inicio do experimento, o simulador de fluxo de agua se
manteve desligado para que os animais do grupo AFV fossem aclimatados ao
sistema. No dia de inicio do experimento, todos os animais foram alocados no tanque
A, onde ndo havia mecanismo gerador de fluxo de agua. Posteriormente, o simulador
de fluxo de &gua do tanque B foi conectado ao sistema onde estavam localizados os

animais do grupo AFV. Dessa maneira, 0s peixes que optaram pela AFV passaram
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pelo tubo para chegar ao tanque B. A vazao de 4gua no tanque B foi gerada com uma
bomba (vazdo 2500 L/h). O fluxo de &gua foi restrito a este tanque, pois ndo havia
fluxo de &gua no tubo ou no tanque A. Através do sistema de monitoramento
infravermelho de alta defini¢do (Giga Security, Brasil) foi possivel registrar a hora
do dia em que o peixe preferia realizar atividade fisica.

J& os animais do grupo CT foram alocados em um sistema com as mesmas
caracteristicas, tanto no tanque A como no tanque B, porém néo havia fluxo de dgua

em nenhum dos dois tanques, 0 que permaneceu durante todo o experimento.

3.4 Parametros biométricos

As variaveis analisadas foram peso, medido através de uma balanca analitica
(Shimadzu, Japéo, acuracia 0,0001g (0,1mg)). Comprimento padrdo, medido através
de um paquimetro analdgico (Starrett, Athol, Massachussetts, EUA) da ponta do
focinho até a base da nadadeira caudal. Indice de massa corporal, medido através da

formula: peso divido pelo comprimento padrdo ao quadrado.

3.5 Locomogdo em um tanque regular

Para o teste de locomogao em um tanque regular, foram utilizados diferentes
peixes com as mesmas caracteristicas. Dessa forma, os peixes foram colocados em
um tanque retangular (27,5 cm 14 cm 10,5 cm, comprimento altura largura) com 2
L de agua do sistema. A locomocao dos peixes foi gravada em video por 6 min e a
Velocidade Maxima (cm/s), Aceleragdio Maxima e (cm/s), foram analisadas

automaticamente pelo software EthoVision XT® (Noldus, Leesburg, VA, USA).

3.6 Teste de Tanque Novo

Ao final do periodo experimental, foi realizado o teste de tanque novo com
todos os animais, conforme protocolo de Cachat et al., (2011).
Os parametros utilizados nesse trabalho foram: tempo gasto em cima (coluna

de agua superior) (s), distancia percorrida no topo (cm), frequéncia de entradas do
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meio para cima, duracdo do congelamento ou imobilidade (s) e foram analisadas
usando o software EthoVision XT® (Noldus, Leesburg, VA, USA).

3.7 Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados por meio de estatistica descritiva (média,
mediana e desvio padrdo). A normalidade e homogeneidade das variancias foram
avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. As comparagdes estatisticas foram
realizadas pelo teste t de Student e pelo teste U de Mann-Whitney. O valor de p <0,05
foi considerado estatisticamente significativo (Prism 7,04, GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 2A pode-se perceber que 0 grupo exposto ao sistema de AFV
obteve reducdo no peso final (0,0021), porém as figuras 2B e 2C mostram que as
variaveis comprimento padréo (0,0811) e IMC (0,2589) ndo obtiveram diferengas.
Resultados semelhantes foram encontrados em roedores, submetidos a corrida
voluntaria em roda por 13 semanas que foi iniciada precocemente, logo apds o
desmame, e promoveu reducdo de peso corporal, gordura total, leptina e insulina
plasmatica em relacdo aos sedentarios (PATTERSON et al., 2008).

Diversas comorbidades estdo associadas ao excesso de peso (FARIAS,
2012), e conforme demonstrado nesse estudo, a pratica de atividade fisica voluntaria
contribui significativamente para essa reducdo. Neste sentido, esta diminuigdo esta
associada a reducdo de fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas e cardiovasculares (REZENDE, 2006; CASTRO, 2006). Por isso, é
importante desenvolver novos modelos envolvendo esta espécie, bem como
compreender as suas respostas a novos metodos. Até o0 momento, este é o primeiro

estudo a propor um modelo de AFV especifico para o zebrafish.
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Figura 2: Grupo controle; Grupo de atividade fisica voluntaria. Figura 2A: Gréafico do peso
final dos grupos controle e AFV (p=0,0021**). Figura 2B: Grafico do comprimento padrédo
final dos grupos controle e AFV. Figura 2C: Grafico do IMC final dos grupos controle e AFV.
Fonte: da autora (2022).

De acordo com (LAWRENCE, 2007) o zebrafish tem predisposicdo a
preferir &gua parada ou lenta. Tal comportamento também foi encontrado nesse
trabalho onde conforme a figura 3A os resultados indicaram que o zebrafish tendia
a permanecer no tanque sem fluxo de dgua. No entanto, esse comportamento difere
do que foi verificado por Palstra et. al., (2010) que sugeriu que o zebrafish teria
preferéncia pela atividade fisica voluntaria por ela ser altamente recompesadora,
assim como visto por Sherwin (1998) ao analizar roedores.

Outro resultado aponta que, no periodo de luz, foi quando os peixes tiveram
maior tempo e permanéncia no tanque com maior fluxo de agua (Fig 3B). Este
comportamento reflete o que foi exposto por Elbaz et al., (2013) que verificou uma

maior atividade do zebrafish durante o dia.
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159 . 15+
2 2
£10- T £ 10
3 3 [
= 3
o
s 59 g 5
E E
z b=

0~ 0~
Controle AFV Periodo de luz  Periodo escuro

Figura 3: Grupo controle; Grupo de atividade fisica voluntaria; Periodo de Luz; Periodo
Escuro. Figura 3A: Preferéncia por atividade fisica voluntaria ao longo do tempo
(p=0,0359*). Figura 3B: Preferéncia por atividade fisica voluntaria durante todo o
fotoperiodo (p=0,0005***).

Fonte: da autora (2022).

Por meio do teste de locomogdo em um tanque regular, verificou-se que o0s
animais do grupo AFV, apresentaram maior aceleracdo e velocidade méxima de
natacdo (Figuras 4A e 4B). O protocolo de locomocgao em &gua parada, adaptado por
Blazina et al., (2013) consiste em um teste importante por avaliar a desempenho
motor e outros parametros comportamentais no zebrafish, como deficiéncias motoras
sutis induzidas por tratamentos medicamentosos e possivelmente manipulagdes
genéticas. Glbert et al., (2013), encontrou resultados parecidos usando 0 método de
velocidade critica, onde avaliou-se o efeito do exercicio intermitente no desempenho
do zebrafish, no qual foi observado que os peixes jovens e de meia idade melhoraram

a resisténcia maxima e as velocidades de natacdo de sprint.

A) Aceleragio maxima B) velocidade maxima
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Figura 4: Grupo controle; Grupo de atividade fisica voluntaria. Figura 4A: Comparagdo de
aceleracdo maxima (p=0,0095**). Figura 4B: Comparagdo de velocidade maxima
(p<0,0001****),

Fonte: da autora (2022).
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Com o método de velocidade critica, McDonald et. al., (2007) avaliaram o
desempenho da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) apds 0s animais terem passado
pelo sistema de AFV. Eles evidenciaram melhoras no desempenho do sprint e no
limiar de fadiga. Diante disso, os resultados obtidos podem estar associados &
melhora da capacidade aerdbica, causando aumento da densidade mitocondrial e
vascular, aumento da ventilacho e volume de ejecdo de sangue e melhor
recrutamento de fibras musculares oxidativas (DETRAINING, 2000; PELSTER et
al., 2003; ROVIRA et al., 2017) .

Neste trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas nas variaveis
relacionadas ao comportamento de ansiedade entre os grupos (Figuras 5 e 6). O teste
de tanque novo, se torna fundamental para fornecer andlises objetivas de
caracteristicas e particularidades comportamentais. Trata-se de um teste padronizado
e de medicdo precisa que auxilia no desenvolvimento de pesquisa para 0
entendimento de diversos pardmetros relacionados ao zebrafish. Na andlise da
ansiedade, um bom indicador a ser considerado é o comportamento exploratdrio dos
peixes, que pode ser medido pelo tempo gasto na parte superior do tanque. Trabalhos
anteriores conduzidos por Pagnussat et al., revelaram que quando grupos de
zebrafish foram colocados em um tanque novo, suas fun¢Bes cooperativas como
grupo foram mantidas, ainda que o ambiente tenha se tornado o principal fator de
estresse.

Entende-se entdo que o zebrafish, quando em grupo, tende a ficar mais
tempo na parte superior do tanque. Além disso, experimentos realizados com peixes
isolados, mostraram maior estresse dos animais quando comparados com grupos de
peixes ao serem expostos a um tanque novo (PAGNUSSAT, 2013).

Ao estudar a ansiedade, os parametros fisiolégicos, como 0s niveis de
hormbnio do estresse, também podem ser adicdes valiosas ao paralelo com as
observacGes comportamentais (BLASER, 2011). Diante disso, novos trabalhos
também podem considerar as respostas ao estresse que sdo divididas em trés
categorias (BARTON; IWAMA, 1991; WEDEMEYER et al., 1990) e, igualmente,

0s parametros bioguimicos e andlises histolégicas.
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Figura 5: Resultados da analise de parametros comportamentais, contemplando: (i) Tempo
gasto em cima (coluna de &gua superior); (ii) distancia percorrida no topo (cm); (iii)
Frequéncia de entradas do meio para cima; e (iv) duracdo do congelamento ou imobilidade
(s).

Fonte: da autora (2022).

Figura 6: Representacdo da quantidade de natagdo do animal no aquaério.
Fonte: da autora (2022).

5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o zebrafish (Danio rerio) respondeu positivamente a

atividade fisica voluntaria demonstrando ser um modelo favorével para novos
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estudos. Para uma melhor abordagem de quais fatores levaram a essa melhora,
estudos futuros devem também levar em consideracdo parametros bioquimicos e

histoldgicos.
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