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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi testar o efeito da interacdo agonistica na memoria
espacial da espécie de peixe cara (Geophagus brasiliensis), bem como se este
efeito se relaciona a concentracdo de cortisol e/ou a atividade dos sistemas de
neurotransmissao noradrenérgico, dopaminérgico e serotoninérgico. Animais adultos
foram mantidos em interacéo agonistica (através da presenca de um espelho dentro
do aquério) por trés dias, sendo que no segundo e no terceiro dias foram submetidos
ao teste de memoaria. O teste pretendeu avaliar a capacidade dos animais em se
localizar no espaco para encontrar o local com a recompensa (ambiente familiar).
Sabendo que o cortisol é o intermediador de processos prejudiciais no SNC é
possivel que o aumento da secrecao de cortisol decorrente de condi¢bes de
estresse durante a interacao agonistica se relacione com prejuizos no aprendizado.
Conhecendo a contribuicdo dos neurotransmissores para 0S processos de
aprendizagem e memoria é possivel que a ativacao diferencial destes sistemas
decorrente da interacdo agonistica se relacione com beneficios no aprendizado. Os
animais sob interacao agonistica, bem como do grupo controle (mantidos isolados)
nao aprenderam a tarefa proposta, provavelmente devido a falhas na metodologia
do teste de aprendizado espacial. A liberac&o do cortisol indicou que na espécie
utilizada o isolamento social ndo se constitui um agente estressor. Nem a liberacéo
de cortisol e nem a atividade dos sistemas de neurotransmissao avaliados se
relacionaram com o esperado em relagdo a condicéo de interacdo agonistica bem
como com o desempenho no teste de aprendizagem espacial.

Palavras-chave: Cortisol. Noradrenalina. Dopamina. Serotonina.



ABSTRACT

The aim of this study was to test the effect of agonistic interactions on spatial
learning of fish species (Geophagus brasiliensis), and whether this effect is related to
the concentration of cortisol and / or activity of the noradrenergic, dopamine and
serotonin neurotransmitter systems. Adult animals were kept in agonistic interactions
(through the presence of a mirror inside the aquarium) for three days, and on the
second and third days were tested. The test intended to evaluate the ability of
animals to localize itself in space to find the place with the reward (family
environment). Knowing that cortisol is the intermediary of harmful processes in the
CNS is possible that the increased secretion of cortisol due to stress conditions
during agonistic interactions relate to disruptions in learning. Knowing the
contribution of neurotransmitters to the processes of learning and memory is possible
that the differential activation of these systems due to the agonistic interaction relates
to benefits in learning. The animals in agonistic interactions, as well as the control
group (kept isolated) did not learn the task proposed, probably due to flaws in the
methodology of spatial learning test. The release of cortisol indicated that for the
species used social isolation is not considered a stressor. Neither the release of
cortisol, nor the activity of neurotransmitter systems evaluated were related to
expected in agonistic interactions as well as test performance of spatial learning.

Key words: Cortisol. Noradrenalin. Dopamin. Serotonin.
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1 INTRODUCAO

Comportamento social compreende as formas através das quais 0s animais
interagem entre si (WERSINGER; MARTIN, 2009; BLUMSTEIN et al.,, 2010). A
interacdo social exibida pelas diferentes espécies varia em frequéncia e
complexidade (DOODY; BURGHARDT; DINETS, 2012). Algumas espécies
organizam-se em grupos, esta estratégia possui beneficios como a protecao contra
predadores, divisdo do trabalho, eficiéncia na busca pelo alimento e na reproducéao;
e custos como a divisdo dos recursos (DEAG, 1981). Ha espécies em que a divisao
dos recursos nao é igualitaria entre os individuos. Algumas destas espécies exibem
uma forma de organizacdo social chamada hierarquia social ou hierarquia de
dominancia, na qual o grau hierarquico que cada individuo ocupa esta relacionado
ao seu fitness, e os individuos dominantes sdo aqueles que tem acesso prioritario
aos recursos como parceiros e comida (SAPOLSKY, 2005; CREEL et al., 2013).

O estresse decorrente do comportamento social € conhecido como estresse
social. Ele esta presente na vida de praticamente todas as espécies e € um
estressor cronico e recorrente (BLANCHARD; MCKITTRICK; BLANCHARD, 2001).
Nas espécies que se organizam em grupos, o estresse social advém das estratégias
comportamentais expressas nas fases de definicdo e manutencdo da hierarquia de
dominancia (CREEL, 2001; GOYMANN, 2003; ABBOTT et al., 2003). A definicdo da
hierarquia social pode ser transmitida entre as geragdes ou estabelecida em
interacdes/confrontos agonisticos (GOYMANN; WINGFIELD, 2004).

Os confrontos agonisticos que definem uma hierarquia social se constituem
em agentes estressores para os individuos e estdo associados a mudancas em
algumas variaveis fisiologicas. Por se tratar de um indicador classico de estresse o
nivel plasmatico de cortisol sofre um aumento transiente nos individuos envolvidos
em um confronto agonistico. Na maior parte das espécies, com o fim dos confrontos
agonisticos e a definicdo da hierarquia, o nivel de cortisol plasmatico tende a voltar
ao normal nos individuos que vencem o confronto (dominante), mas nao nos
perdedores (submissos ou subordinados) (SLOMAN; MONTPETIT; GILMOUR,
2002; FILBY et al., 2010). As interacbes agonisticas também levam a uma rapida

ativacdo de sistemas monoaminérgicos (WINBERG; NILSSON, 1993). Variacdes na



atividade noradrenérgica central ja foram associadas a comportamentos agressivos
em mamiferos (revisado por HALLER; MAKARA; KRUK, 1998; ratos e gatos
ZAGRODZKA, 1995) e peixes (peixe elétrico - Apteronotus leptorhynchus MALER;
ELLIS, 1987; peixe beta - Betta splenders BAENNINGER, 1968). O sistema
dopaminérgico apresenta uma resposta semelhante aquela exibida pelo sistema
noradrenérgico, uma vez que sua ativacdo também esta relaciona ao aumento do
comportamento agressivo (MCINTYRE; HEALY; SAARI, 1979; WINBERG;
NILSSON, 1993). A ativacdo do sistema serotoninérgico suprime a exibicdo de
comportamentos ativos, 0 que permite a coexisténcia e inibe interagdes agressivas
entre os individuos (JOHNSSON; WINBERG; SLOMAN, 2005). Alguns autores
demonstraram associacao entre 0 aumento da atividade serotoninérgica e reducao
de comportamentos agressivos em peixes (MALER; ELLIS, 1987; WINBERG,;
NILSSON, 1993).

O processo cognitivo compreende uma série de fenbmenos que se sucedem
e sdo interconectados, por meio dos quais 0s animais internalizam informacdes
sobre experiéncias vividas, através de seus sistemas sensitivos, aprendem tal
informacdo e se lembram da experiéncia (memdéria) (BRAITHWAITE, 2005).
Diversos aspectos do dia-a-dia dos animais estéo relacionados com a habilidade de
localizagdo no espago. A forma como um organismo recolhe e processa a
informacédo sensorial do seu entorno e registra sua orienta¢do espacial no ambiente
é definida como memoria espacial (CHUNG, 2008; BRAITHWAITE, 2005). E a
memoéria espacial que permite aos animais de espécies territoriais definirem o
territério que irdo ocupar e, as demais espécies, localizarem abrigo e alimentacdo
em um ambiente conhecido. Considerando a importancia da habilidade espacial no
dia-a-dia de muitas espécies, o aprendizado e a memdria espacial sdo parametros
ideais para acessar a habilidade cognitiva dos animais (BRAITHWAITE, 2005).

As variaveis fisiolégicas que podem ser alteradas pelos confrontos
agonisticos participam de mecanismos no sistema nervoso central (SNC) que estéo
relacionados, direta ou indiretamente, a processos cognitivos envolvidos na
aprendizagem. Considerando que areas relevantes para a aprendizagem
(hipocampo em mamiferos e telencéfalo em peixes) possuem grandes
concentracOes de glicoceptores, o cortisol pode atuar de forma direta na modulagao

de mudancas estruturais nestas regibes, cujas consequéncias podem ser



relacionadas a prejuizos nas func¢des cognitivas associadas a tais regides. A
neurogénese compreende a multiplicacdo celular que acontece no sistema nervoso
e pode culminar com a origem de novos neurbnios. Nos mamiferos adultos a
neurogénese € restrita a parte anterior da zona subventricular dos ventriculos
laterais e a zona subgranular do giro dentado de onde 0s novos neurdnios migram
para o bulbo olfatério e hipocampo respectivamente (ZUPANC, 2008), enquanto que
em peixes, a neurogénese ocorre ao longo de toda a vida e em todo o sistema
nervoso central (ZUPANC et al., 2005). A reducdo neurogénese hipocampal ja foi
associada a experiéncias estressantes em tree shrew (GOULD et al., 1997) e em
primatas (GOULD et al., 1998). Estudos conduzidos por Sorensen e colaboradores
(2011) em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) demonstraram que a taxa de
proliferacdo neuronal esta inversamente relacionada a concentracao de cortisol nos
animais estressados, sugerindo que o cortisol tenha uma acao inibitoria da atividade
proliferativa neuronal. Enquanto que os altos niveis de cortisol, geralmente exibidos
em resposta a experiéncias estressoras, estdo associados a reducdo da
neurogénese a atividade serotoninérgica promove a neurogénese no giro dentado
do hipocampo em ratos (GOULD, 1999). Os novos neurbnios podem,
potencialmente, integrar-se a redes neurais ja existentes e participar das funcdes
hipocampais como o0s processos de aprendizado e memoéria (BECKER;
WOJTOWICZ, 2006), embora ainda ndo haja um consenso sobre de que forma isso
ocorra (EHNINGER; KEMPERMANN, 2008; WINOCUR et al., 2012). A
conectividade entre o0s neurdnios € prejudicada quando estes exibem atrofia
dentritica apical que é observada nos dendritos hipocampais apds eventos
estressores e pode ser causada pela liberacdo e acdo pos-sinaptica dos
aminodacidos excitatérios, cuja modulagcéo se da através da acao do cortisol sob 0s
receptores especificos (LUINE et al.,, 1994; MAGARINOS; MCEWEN, 1995a,b;
MAGARINOS et al., 1996). A potenciagéo e a depressao de longa duragéo (LTP e
LTD) sdo os mecanismos moleculares que se acredita estarem relacionados
aquisicao de novas informacdes (aprendizagem) e evocacao das informagbes em
um momento posterior ao aprendizado (memoria) (MALENKA; NICOLL, 1999).
Enquanto o cortisol tem uma agé&o inibitoria (YAMADA; MCEWEN; PAVLIDES,
2003), os neurotransmissores participam promovendo tais processos. Portanto, os

by

altos niveis de cortisol sdo associados a reducdo da proliferacdo neuronal,



alteracdes estruturais prejudiciais as conexdes dendriticas e inibicdo da LTP e da
LTD, podendo levar a prejuizos no aprendizado. De fato, altos niveis de cortisol ja
foram associados a prejuizos cognitivos (LUINE et al., 1994; OHL; FUCHS, 1998,
1999; OHL et al.,, 2000). Enquanto que uma alta atividade dos sistemas de
neurotransmissao noradrenérgico, dopaminérgico e serotoninérgico é associada a
inducdo da LTP e da LTD e, portanto promove o aprendizado.

O papel de diferentes agentes estressores no aprendizado tem sido
investigado, dentre estes, o0 estresse social. Dentre os trabalhos que utilizam como
agente estressor o estresse social, 0 enfoque é dado para a investigagdo do papel
das diferencas decorrentes dos distintos perfis fisiol6gicos exibidos por individuos
dominantes e submissos. Ohl e Fuchs (1998,1999) trabalhando com tree shrew
(Tupaia belangeri - mamiferos placentarios da ordem Escandentia) observaram que
as respostas fisiolégicas de estresse decorrentes da ocupacdo de uma posicao
social de submissdo resultam em prejuizos nos processos cognitivos dependentes
do hipocampo e que estes prejuizos podem ser vistos mesmo longos periodos apos
e retirada do agente estressor, sugerindo um efeito mediado indiretamente pelo
glicocorticoide. Com o foco nas diferencas exibidas por individuos dos distintos
graus hierarquicos, quando a hierarquia ja esta definida, os efeitos dos confrontos
agonisticos que ocorrem durante a definicdo da hierarquia social no aprendizado
nao tem sido investigados.

Portanto, considerando que as interacdes agonisticas levam ao aumento dos
niveis de glicocorticoides plasmaticos e a ativacéo diferencial de alguns sistemas de
neurotransmissores no sistema nervoso central, € possivel que estas respostas
exercam algum efeito sobre o processo de aprendizagem dos animais. Neste
estudo, portanto, testaremos a hipétese de que animais submetidos a interacao
agonistica apresentam comprometimento do aprendizado e que essa resposta
esteja associada ao aumento na taxa de cortisol e a variagdo na concentracdo de
neurotransmissores associados a aquisi¢cdo e consolidacdo de informacdes.

A espécie escolhida para estudo é o Cara, Geophagus brasiliensis (Quoy &
Gaimard, 1824). Tratar-se de uma espécie nativa pertencente a Familia Ciclidae,
cujos individuos se organizam socialmente em uma hierarquia de dominancia.

Embora saibamos que nesta espécie a definicdo da hierarquia social se da por meio
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de confrontos agonisticos, ndo ha na literatura a descricdo dos comportamentos

exibidos pela espécie quando em uma condi¢édo de interacdo agonistica.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Testar as seguintes hipoteses:

1. Ainteracao agonistica prejudica o aprendizado em Geophagus brasiliensis;

2. O prejuizo no aprendizado em Geophagus brasiliensis esta relacionado a
concentracdo de cortisol e/ou a atividade dos sistemas de neurotransmissao

noradrenérgico, dopaminérgico e serotoninérgico.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar um protocolo de teste de aprendizado espacial a espécie Geophagus
brasiliensis.

e Avaliar o desempenho de Geophagus brasiliensis em interacao agonistica no
teste de aprendizado espacial.

e Monitorar o estresse de Geophagus brasiliensis através do nivel de cortisol
plasmatico.

e Monitorar a atividade dos sistemas de neurotransmissdo dopaminérgico,

noradrenérgico e serotoninérgico em todo o encéfalo de Geophagus
brasiliensis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E ACLIMATACAO

Os procedimentos realizados no trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana (certificado n® 592, 28/02/2012).

Exemplares da espécie Geophagus brasilienses foram coletados com o
auxilio de um puca em lagoas de uma propriedade particular no municipio de
Araucaria. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Estudos em
Estresse Animal, localizado ao Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram aclimatados em
um tanque de 100 litros com cascalho, filtro, aeracdo continua, temperatura mantida
a 25°C e ciclo de luz de 12 horas (luz das 7h as 19h). Durante a aclimatacdo a
alimentacao foi a base de ragdo comercial em flocos Alcon Basic® (44% proteina
bruta) e/ou Alcon Colours® (42% proteina bruta) ad libitum. A comida foi fornecida
em horarios variados ao longo do periodo de luz. O horéario da alimentacao variado
tinha como objetivo impedir que os animais que seriam submetidos ao teste de
aprendizado fizessem algum tipo de associacédo entre o horario de alimentacéo e o
de teste. Os animais permaneceram nestas condi¢des por duas semanas antes de
serem utilizados no experimento. Ao final do experimento os animais tinham 12,11 +
7,159e8,61+1,61cm.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apés as duas semanas de aclimatacdo as condi¢cdes do laboratorio, teve
inicio o experimento. Os animais foram entdo coletados aleatoriamente do tanque de
aclimatacdo e mantidos isolados por trés dias. Os aquarios de isolamento eram de
vidro (25 cm de comprimento, 20 cm de altura e 20 cm de largura, preenchidos com

18 cm de coluna d’agua) com cascalho, aeracdo continua, aquecedor e revestimento
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externo preto para evitar contato visual com outros individuos. Durante a fase de
isolamento os animais foram mantidos sob os mesmos parametros de temperatura,
luminosidade e alimentacdo da fase de aclimatacdo. Para avaliar os efeitos da
interac&o agonistica no aprendizado os animais dos grupos sob interacdo agonistica
continham um espelho (20 cm x 20 cm) dentro do aquério para simular a presenca
de outro individuo, adaptado de Merigue et al. (2004) e Craft, Velkey e Pretree
(2003). Os animais que realizaram o teste de aprendizado espacial o fizeram no

segundo e no terceiro dia do periodo de isolamento.

2.3 GRUPOS E MANIPULACOES

Um resumo dos grupos e das manipulagdes que cada grupo passou encontra-
se na TABELA 1. Para avaliar o papel da interacdo agonistica no aprendizado
espacial utilizamos animais que permaneceram isolados por trés dias com o espelho
dentro do aquério e no segundo e terceiro dia de isolamento foram submetidos ao
teste, grupo “Interagédo agonistica”. Para controlar os efeitos da interagdo agonistica,
utilizamos animais que também permaneceram isolados por trés dias e no segundo
e no terceiro dia eram submetidos ao teste, entretanto estes animais permaneceram
isolados sem a presenca do espelho, grupo “Isolado”. Para controlar os possiveis
efeitos do teste nos parametros fisiolégicos que seriam analisados utilizamos
animais isolados por trés que nao foram submetidos ao teste. O grupo “Controle
teste interagcéo” ficou com o espelho no aquario e o grupo “Controle teste isolado”
ficou sem o espelho. Para controlar os efeitos de toda a manipulacdo do
experimento amostramos animais coletados diretamente do tanque estoque a fim de
obtermos niveis normais das variaveis fisiolégicas que iriamos avaliar, grupo

“Controle manipulagao”.

Grupos 5
. p Interggao Isolado Controle teste Controle teste Controle
Manipulac&a agonistica Interacao Isolado
Isolamento Sim Sim Sim Sim Nao
Presenca de Sim Nao Sim Nao -
espelho
Teste de Sim Sim N30 N0 :
memoaria

Tabela 1: Esquema dos grupos e das manipula¢ges que cada grupo recebeu.
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2.4 AQUARIO DO TESTE DE APRENDIZAGEM

O teste de aprendizagem espacial teve como objetivo avaliar a habilidade dos
animais em se localizar no espago e encontrar o local com a recompensa e baseou-
se no protocolo descrito por Arthur e Levin (2001) e adaptado por Levin et al. (2003).
O protocolo de teste foi modificado em relacdo a sua verséo original como mostrado
na TABELA 2.

Arthur e Levin (2001) Presente trabalho

Animais de cria¢é@o Animais do ambiente natural

Testes agrupados em secdes | Testes agrupados em sec¢bes

3 testes por secao 3 testes por secdo
18 secdes, 3 por semana 4 secdes em 2 dias
Média 3,6 se¢Bes por semana Média 2 sec¢des por dia

Tabela 2: Comparacéo dos protocolos de teste de Arthur e Levin (2001) e o utilizado neste trabalho.

O aquaério de teste (FIGURA 1) foi retangular (60 cm de comprimento, 20 cm
de largura e 20 cm de altura, preenchido com 16 cm de coluna d’agua), dividido em
trés compartimentos. Os dois compartimentos laterais tiveram o mesmo tamanho (23
cm de comprimento) e o compartimento do meio foi menor que os laterais (13 cm de
comprimento). O compartimento do meio foi separado dos laterais por divisérias
opacas. Em cada divisoria houve uma janela retangular que poderia estar aberta
permitindo que 0s animais transitassem entre os compartimentos ou fechada por
placas retangulares adjacentes as divisorias que eram erguidas por um sistema de
roldanas. Um dos compartimentos laterais possuiu as mesmas caracteristicas do
aquario onde os animais foram mantidos durante o experimento (revestimento
externo preto, cascalho, aeracdo continua e aquecedor), considerado o ambiente
familiar. O outro compartimento lateral foi um ambiente inGspito contando apenas
com revestimento externo branco, considerado o ambiente n&o familiar. O ambiente
familiar foi utilizado como recompensa, portanto esperava-se que 0S animais
aprendessem a entrar no lado que lhes era familiar. Para controlar possiveis efeitos
de preferéncia pelo lado do aquario, metade dos animais foi colocada no aquario
com ambiente familiar para a esquerda e metade para a direita. As divisérias que

continham as janelas e as placas retangulares que as bloqueavam foram distintas
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entre os compartimentos laterais. No lado nao familiar as paredes foram brancas,
enquanto que no lado familiar elas possuiram listras verticais pretas e brancas (1 cm
largura cada) intercaladas. Estas listras consistiram em uma dica visual que o0s
animais poderiam, ou ndo, associar ao lado com a recompensa, dependendo da

estratégia que eles utilizariam para resolver a tarefa.
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FIGURA 1: Aquario de teste. A: Esquema com vista lateral. B: Foto com vista lateral/superior (Autor:
Laura Batista). C: Diviséria do compartimento ndo familiar. D: DivisGrias do compartimento familiar
(com dica visual — listras verticais).

2.5 PROTOCOLO DO TESTE DE APRENDIZAGEM

O teste teve duracao de dois dias (no 2° e 3° dias de isolamento), nos quais
0S animais realizaram duas sec¢Oes de testes, uma pela manhd e uma pela tarde
(com seis horas de intervalo entre elas). Cada sessdo consistiu de trés testes de

cinco minutos com 15 minutos de intervalo. Cada teste consistia de um periodo de
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aclimatacdo (dez segundos), um periodo de teste (quatro minutos) e um periodo de

recompensa (um minuto). Na aclimatacéo o peixe era colocado no compartimento do

meio com as duas janelas fechadas. Passados dez segundos as janelas eram

abertas simultaneamente e tinha inicio o periodo de teste. Ao final do quarto minuto

do periodo de teste havia trés possibilidades de localizacdo do peixe, o que levava

as seguintes possibilidades de manipulagdes pelo experimentador:

1. Peixe no compartimento do meio: o experimentador conduzia o animal
cuidadosamente para o compartimento familiar com a ajuda de um puca.

2. Compartimento lateral ndo familiar: o experimentador conduzia o animal para o
compartimento familiar com a ajuda de um puca.

3. Compartimento lateral familiar: o experimentador deveria deixa-o la.

Quando o peixe estivesse dentro do compartimento familiar tinha inicio o
periodo de recompensa com dura¢do de um minuto. Ao final dos cinco minutos o
animal era retirado do aquério de teste (sempre do compartimento familiar) com a
ajuda de um pucéa e recolocado em seu aquario de isolamento. Foram coletados
dados referentes ao lado em que o animal entrou e a laténcia (segundos), que € o
tempo entre a abertura das portas e a entrada do animal no lado com recompensa
(ambiente familiar).

O dultimo teste (décimo segundo teste), no periodo da tarde do segundo dia
consistiu de um probe teste, cujo objetivo era testar se 0s animais estavam
utilizando a pista visual fornecida (parede com listras) para realizar o teste. Para
tanto, as paredes que dividiam o aquério eram trocadas de posic¢ao: o lado familiar
ficava entdo com paredes lisas e o lado ndo familiar tinha paredes listradas. O
procedimento do teste era 0 mesmo. Caso 0s animais tivessem utilizado a pista
visual para se localizarem durante os testes era esperado que no probe test os
mesmos entrassem no lado néo familiar que estava sinalizado pela parede com
listras.

Foram submetidos ao teste 12 animais em cada grupo (Experimental e
Controle Social). Foi considerado que o animal respondeu ao teste quando ele
entrou, a0 menos uma vez, em um dos compartimentos laterais ao longo dos 12
testes. Aqueles animais que ndo entraram em nenhum compartimento lateral

durante os testes foram excluidos das analises do teste de aprendizagem.
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2.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Ao final do teste os animais foram anestesiados (benzocaina 8mg/L) até a
perda da postura corporal. Apds a anestesia os animais foram pesados e medidos e
0 sangue foi coletado com uma seringa 1.0 ml heparinizada a partir da veia caudal.
Imediatamente apds, o sangue foi centrifugado a 6200 rpm por vinte minutos, o
plasma foi separado e congelado a -15°C até a sua utilizacdo. Foi feita a seccéo
medular dos animais e o encéfalo foi dissecado (FIGURA 2) e congelado em freezer

-80°C para posterior quantificacdo da concentracao de neurotransmissores.

FIGURA 2: Dissecacéo do encéfalo de Geophagus brasiliensis. Autor: Laura Batista. A: Vista superior
do encéfalo na caixa craniana. B: Encéfalo retirado.

2.6.1 CORTISOL PLASMATICO

O cortisol plasmético foi dosado através do método de enzimaimunoensaio
(ELISA - Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) como descrito por Brown, Walker e
Steinmain (2004).

Como a concentracao de cortisol para a espécie utilizada neste estudo ainda
ndo havia sido dosada no laboratério de Laboratério de Fisiologia da Reproducéo
(UFPR), foi feita a validacdo das amostras, através do ensaio de paralelismo que
verifica a existéncia de similaridade imunogénica entre o antigeno utilizado como
padrdo no ensaio e o0 antigeno a ser dosado na amostra. Nesse ensaio também
determina-se qual a diluicdo mais apropriada das amostras para a dosagem. Para

tanto, uma mistura (“pool”) de todas as amostras de plasma a serem testadas, foram
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diluidas 1:1 (extrato:solucéo de diluicdo de ELISA) de forma seriada até se chegar a
diluicdo final de 1:512. A curva da concentragcdo em relacdo ao percentual de
ligacdo, assim obtida, € chamada curva de validacdo da amostra. Se esta curva for
paralela a curva padréo do ensaio isto € interpretado como similaridade imunogénica
entre os dois antigenos e o método de dosagem pode ser utilizado. Entretanto, se a
curva de validacdo das amostras n&o for paralela, ndo existe similaridade (ou a
similaridade € baixa) e o método ndo pode ser utilizado (BROWN; WALKER;
STEINMAIN, 2004).

Para a realizacdo dos ensaios, microplacas (NUNC Immuno TM plates,
Maxisorp) foram cobertas com 50ul de anticorpo anti-cortisol (Polyclonal; Coralie
Munro — Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA) diluido e acondicionada a 4°C,
por pelo menos 12 horas. A curva padrao foi preparada a partir de cortisol diluido 1:1
com solugcéo de ensaio de ELISA (NaH2PO4; Na2HPO4; NaCl; BSA; pH ajustado
para 7,00). O hormonio conjugado cortisol-HRP (Coralie Munro — Universidade da
Califérnia, Davis, CA, USA) foi diluido e mantido em 4°C até o momento do ensaio. A
solucédo do substrato enzimatico foi preparada imediatamente antes de sua adicao
na microplaca e consistia de H202 a 0,5M; ABTS (Calbiochem, ABTSTM
Chromophore, Diammonium Salt) e solucdo de substrato para ELISA (&cido citrico;
pH ajustado para 4,00). A microplaca ja coberta com anticorpos foi lavada por cinco
vezes com solucao de lavagem de ELISA (NaCl; Tween 20) e o excesso de solucdo
foi retirado batendo-se a placa em papel toalha. Apés a lavagem foram pipetados
50ul das solucdes dos padrdes, em duplicata; 50ul dos controles e das amostras, em
duplicatas e 50ul da solugdo do marcado enzimatico cortisol — HRP em todos os
pocos, exceto nos pocos considerados como branco. A microplaca foi incubada
durante uma hora, em temperatura ambiente, com agitacdo (Multi-Pulse Vortexer,
Glas-Col®, Terre Haut, EUA). Todo o processo de pipetagem levou, em média, 6
minutos, ndo ultrapassando 10 minutos. Apds a incubacao, a microplaca foi lavada
novamente e foram adicionados 100ul da solugdo do substrato enzimatico em cada
poco, exceto nos pocos considerados como branco. A microplaca foi agitada em
agitador Multi-Pulse Vortexer (modelo 0992 VB4, 50/60Hz — Glass-Col_), sem pulso
e em 300 rpm até que os pocos considerados como zeros chegassem em densidade
Optica (OD) de 1,0, quando era feita a leitura da absorbancia em 405 nm, no leitor de

microplaca TECAN. Para determinar a concentragdo da amostra, os valores da
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absorbancia das mesmas foram comparados aos valores de absorbancia da curva
padréo.

O ensaio de validacdo (paralelismo) demonstrou similaridade imunogénica
entre o cortisol plasméatico da espécie estudada e o cortisol utilizado como padrao
(FIGURA 3) e o fator de diluicdo ideal para as dosagens foi determinado como
sendo 1:63 e 1:123, ja que foram as diluicdes que mais se aproximaram do ponto

central da curva padréo (~50% de ligacao).
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FIGURA 3: Concentracdo hormonal em relacdo ao percentual de ligacdo para as curvas padrdo e de
validacdo para cortisol plasmatico de Geophagus brasiliensis, mostrando paralelismo entre elas. O
percentual de ligacdo do hormoénio conjugado se refere ao percentual de hormdnio conjugado
(cortisol-HRP) ligada aos anticorpos e é inversamente proporcional a concentracao do hormonio a ser
quantificado.

Para determinar o grau de erro associado aos procedimentos técnicos da
dosagem calculou-se o coeficiente de variacdo intra-ensaio (CV), feito
individualmente para cada amostra, e o CV inter-ensaios, utilizando-se dos valores
médios das duplicatas das amostras controles, obtidos em cada ensaio. O
coeficiente de variagao intra e inter-ensaio foi menor que 10%. Os resultados foram

corrigidos para o fator de diluicdo e sado expressos em ng/ml de soro.

2.6.2 NEUROTRANSMISSORES
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As concentracdes encefélicas de dopamina (DA) e seu metabdlito 3,4-acido
diidroxifenilacético (DOPAC), bem como da noradrenalina (NA) e seu metabdlito 3,5-
diidroxifenilglicina (DHPG) e da serotonina (5-HT) foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector eletroquimico (HPLC-ED)
por meio de coluna C-18 de fase reversa.

O sistema consiste de uma coluna de fase reversa Synergi Fusion-RP C-18
(150 x 4.6 mm i.d., 4 um de tamanho de particula) acoplada a pré-coluna Security
Guard Cartridges Fusion-RP (4 x 3.0 mm) e detector eletroquimico (ED) ESA
Coulochem Il Electrochemical equipado com célula guarda de 350 mV ESA 5011A.
e bomba injetora LC-20AT manual Shimadzu (Rheodyne 7725) e loop de 20 pL. A
coluna serad mantida em forno de temperatura controlada (25°C; Shimadzu). A célula
contém duas camaras em série: cada camara incluindo um eletrodo coulométrico de
grafite, um eletrodo duplo de contagem e um eletrodo duplo de referéncia. Os
potenciais de oxidacédo serdo ajustados para 100 mV para o primeiro eletrodo e a
450 mV para o segundo eletrodo. As amostras de tecido serdo homogeneizadas por
meio de sonicador (Sonics) em 0,1 M de acido perclérico contendo 0,02% de
metabisulfito de s6dio como padrao interno. Apés centrifugacao a 10.000 x g por 30
min a 4°C, injeta-se 20 pyL de sobrenadante no cromatografo.

A fase movel utilizada foi injetada numa razdo de 1 mL/min e apresentou a
seguinte composicao: 20 g acido citrico monoidratado (Merck), 200 mg acido 1-
octano sulfénico (Merck), 40 mg de acido etilenediaminetetraacetico (EDTA) (Sigma)
em 900 mL de 4gua HPLC-grade. O pH do tampdao de corrida foi ajustado para 4.0,
depois filtrado em filtro de poro com 0.45 ym de didmetro. Em seguida, foi
adicionado metanol (Merck) até atingir-se uma concentracdo final de 10% (v/v). As
concentracbes dos neurotransmissores e seus metabodlitos foram calculadas
usando-se uma curva padrao que foi gerada por meio de um ensaio em triplicata,
utilizando-se uma razéo entre as diferentes concentracoes obtidas e os padrdes
internos. A unidade utilizada para expressar essas quantificagdes foi ng/g de peso
seco de tecido.

Conhecendo-se as concentracdes dos neurotransmissores e dos metabdlitos
€ possivel calcular o turnover do sistema, que representa a taxa de atividade do

mesmo, através da divisdo da concentracdo do metabdlito pela do neurotransmissor.
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Devido a problemas técnicos ndo pudemos avaliar a concentracdo do metabdlito da

serotonina e, portanto, ndo pudemos determinar o turnover deste sistema.
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3ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram testados quanto a normalidade através do teste
Kolmogorov-Smirnov e as andlises seguintes foram realizadas com os testes mais
adequados a cada distribuicdo encontrada. Foram considerados significativamente
diferentes os valores de p<0,05.

A laténcia (tempo para entrar no lado familiar) nos 12 testes foi comparada
entre os grupos através do teste Two Way ANOVA de medidas repetidas com poés-
teste de Bonferroni. Para cada grupo a laténcia nos trés testes de uma mesma
secdo foram comparados entre si através do teste Friedman e pés teste de Dunn e
como nao houve diferenca significativa os testes foram agrupados em quatro
secdes. A laténcia nas quatro secdes foi comparada entre os grupos através do
teste Two Way ANOVA de medidas repetidas com poés-teste de Bonferroni. Para
cada grupo a laténcia nas duas secdes de cada dia foram comparadas entre Si
separadamente através do teste Wilcoxon.

Os niveis de cortisol foram comparados entre 0os grupos com o teste Kruskal-
Wallis e pos teste de Dunn. As concentragbes dos neurotransmissores, dos
metabdlitos e o turnover foram comparados entre 0os grupos através do teste One

Way ANOVA com paés teste de Newman-Keuls.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE DE APRENDIZAGEM

Apenas 50% de cada grupo respondeu ao teste e, portanto, somente estes
foram utilizados para as analises. A FIGURA 4 mostra a laténcia (segundos) para 0s
animais entrarem no lado com a recompensa (ambiente familiar) ao longo dos doze
testes, agrupados em quatro se¢cdes com trés testes cada. Ao compararmos 0s dois
grupos através do Two Way ANOVA de medidas repetidas houve diferenca
significativa no fator tempo ao longo dos doze testes (p=0,0411) e das quatro secdes
(p=0,0318). Ao comparar as duas se¢bOes de cada dia entre si através do teste
Wilcoxon, o grupo Isolado apresentou reducéo significativa entre as duas secdes do
primeiro dia (p=0,0039) e o grupo Interagcdo agonistica apresentou aumento
significativo entre as duas secfes do segundo dia (p=0,0087). No probe test,
somando-se 0s grupos, apenas 25% dos animais que participou do teste entrou em
um dos compartimentos laterais, os demais permaneceram no compartimento do
meio. Portanto ndo foi possivel inferir se os animais utilizaram ou ndo a dica visual

fornecida para completar a tarefa.
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FIGURA 4: Teste de aprendizagem. Laténcia para entrar no lado com recompensa (ambiente
familiar). M: manha, T: tarde, seguidos pelo dia do teste (1 e 2), t1: teste 1, t2: teste 2, t3: teste 3. A:
Doze testes. B: Doze testes agrupados em quatro sessdes. Two Way ANOVA de medidas repetidas.
Média + SEM. * indica diferenca significativa entre as duas se¢fes do mesmo dia para 0s grupos
Isolado (reducéo entre se¢des do dia 1, p=0,0039) e Interagdo agonistica (aumento entre se¢bes do
dia 2, p=0,0087).

4.2 CORTISOL PLASMATICO

A comparacdo entre todos 0s grupos apresentou diferenca significativa
(p=0,0003), FIGURA 5. As analises com o teste Kruskal-Wallis mostraram que o0s
grupos C. manipulacdo (animais amostrados imediatamente apés a retirada do
tanque de aclimatacdo) e Isolado (animais mantidos isolados e que foram
submetidos ao teste) apresentaram maior concentracdo de cortisol que o grupo C.

teste isolado (animais mantidos isolados que néo realizaram o teste).
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FIGURA 5: Niveis plasmaticos de cortisol em Geophagus brasiliensis. Kruskal-Wallis com pés teste
Dunn’s (p=0,0003). Média + SEM. Letras diferentes indicam diferenca significativa. Grupos: Interacéo
agonistica (n=4), Isolado (n=8), C. teste interagcdo (n=6), C. teste isolado (n=4) e C. manipulacdo
(n=9).

4.3 NEUROTRANSMISSORES

A FIGURA 6 mostra os resultados obtidos com o teste One Way ANOVA e
poés-teste de Newman-Keuls para as concentracfes encefélicas de DA, NA, 5-HT,
DHPG, DOPAC e o turnover da NA e da DA. As concentracdes NA e DHPG foram
iguais entre os grupos. O turnover da noradrenalina foi menor (p=0,0171) no grupo
Isolado em relacdo ao grupo Interacdo agonistica. A concentracdo de DA foi maior
(p=0,0017) no grupo Isolado em relacédo a todos os outros grupos. A concentracao
de DOPAC diferiu entre os grupos (p=0,003), sendo maior no grupo Isolado em
relacdo ao grupo C. teste isolado e maior no grupo Interacdo agonistica em relacao
ao grupo C. teste interacdo. O turnover da dopamina foi maior (p=0,0004) nos
grupos Interacdo agonistica e Isolado em relacdo aos grupos C. teste interacao e C.
teste isolado. A concentracdo de serotonina diferiu entre os grupos (p<0,0001),
sendo menor no grupo Isolado em relacdo a todos 0s outros grupos e menor no

grupo C. manipulagédo em relacéo ao grupo C. teste interacao.
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FIGURA 6: Niveis encefalicos de NA, DHPG, 5-HT, DA, DOPAC e turnover de NA e DA em
Geophagus brasiliensis. One Way ANOVA com poés teste Newman-Keuls. Média + SEM. Letras
diferentes indicam diferencga significativa. Grupos: Intera¢do agonistica (n=11), Isolado (n=11), C.
teste interacdo (n=9), C. teste isolado (n=8), C. manipulagéo (n=8).
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5 DISCUSSAO

5.1 TESTE DE APRENDIZAGEM

No teste de aprendizagem espacial os animais deveriam aprender a localizar-
se espacialmente a fim de entrar no lado do aquario que continha a recompensa (um
ambiente familiar ao que eles estavam sendo mantidos no aquario de isolamento).
Caso houvesse aprendizagem da tarefa isso seria observado através da reducéo
significativa da laténcia ao longo dos doze testes. Nenhum dos grupos submetidos
ao teste (Interacdo agonistica e Isolado) aprendeu a tarefa proposta. O desempenho
dos grupos foi semelhante e nenhum deles apresentou reducdo significativa da
laténcia ao longo dos doze testes. Apds o agrupamento dos testes em quatro secées
foram encontradas duas diferencas significativas. Houve uma reducéo na laténcia, o
qgue indica melhora no desempenho, para o grupo Isolado entre as secbes do
primeiro dia. Houve também um aumento na laténcia, o que indica prejuizo no
desempenho, para o grupo Interacdo agonistica entre as se¢6es do segundo dia.

Os testes da manha do primeiro dia consistiam em uma primeira exposicao
dos animais ao teste, ou seja, neste momento 0s animais ainda ndo conheciam o
aparato e a tarefa a ser realizada, enquanto que na secdo seguinte ja estavam
familiarizados, o que pode ter levado a reducdo na laténcia no primeiro dia
observada no grupo Isolado. Estudos desenvolvidos por Craft, Velkey e Pretree
(2003), demonstraram aprendizagem dos animais (Betta splenders) em teste de
aprendizagem espacial quando os animais foram mantidos, ao longo de todo o
experimento, nos préprios aquarios de teste. Estes dados indicam que devemos
considerar a neofobia como um potencial modulador comportamental durante a
exposicao dos animais ao aparato de teste. Portanto, devemos eliminar este fator ao
realizar o teste em um ambiente que seja familiar aos animais. O aumento da
laténcia observado no segundo dia no grupo Interacdo agonistica pode ter sido
devido ao estresse gerado pela manipulacao que o teste requeria.

O teste de aprendizagem utilizado aqui foi baseado no trabalho de Arthur e
Levin (2001) cujo objetivo era elaborar um protocolo eficaz para avaliar a

aprendizagem em peixes que pudesse ser replicado em futuros trabalhos com o
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intuito de compreender 0s mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento
neural. Posteriormente o teste proposto por Arthur e Levin (2001) foi adaptado e
utilizado por Levin et al. (2003) para determinar o efeito da exposi¢cdo ao inseticida
clorpirifdés na discriminacdo espacial em longo prazo. Ambos trabalharam com
zebrafish (Danio rerio) e observaram aprendizado ao longo das secles
(considerando nos trabalhos de Levin et al. (2003) os animais ndo expostos ao
inseticida). Uma vez que o teste proposto por Arthur e Levin (2001) foi eficaz para
avaliar e aprendizagem em peixes e que 0 aparato necessario era de féacil
elaboracdo optamos por utilizar o mesmo teste. Para isso, realizamos alguns
estudos piloto em nosso laboratério com a intencao de determinar a necessidade de
adaptacdes, considerado que trabalhariamos com uma espécie distinta. Nestes
estudos piloto, observamos que a partir do terceiro dia de teste os animais passaram
a apresentar comportamentos anormais (ex. freezing) e o nimero de animais mortos
aumentou gradativamente com o passar dos dias. Além disso, os resultados destes
estudos piloto demonstraram que 0s animais apresentaram as melhores respostas
ao teste no segundo dia, por isso optamos por realizar os testes em dois dias.
Similarmente aos trabalhos originais, agrupamos os testes em sec¢0es, cada uma
delas com trés testes, portanto a quantidade de testes por secdo nao deve ter sido o
fator determinante para a auséncia de aprendizado observada no presente trabalho.
Enquanto Arthur e Levin (2001) e Levin et al. (2003) realizaram até 18 secdes de
testes, sendo no maximo trés por semana, realizamos quatro secbes de teste em
dois dias. Considerando as diferencas entre os protocolos utilizados por Arthur e
Levin (2001) e Levin et al. (2003) e aquele utilizado no presente trabalho € possivel
gue o menor numero de se¢des de teste, bem como o reduzido tempo de intervalo
entre as secdes utilizados neste trabalho possam ter prejudicado o desempenho dos
animais no teste.

No presente trabalho optamos por utilizar animais provenientes do ambiente
natural. Com isso, esperdvamos obter respostas comportamentais e fisiol6gicas
mais representativas das respostas exibidas por animais nascidos e criados em
ambiente natural, em comparacdo aos animais provenientes de criadouros que
estdo submetidos a algum tipo de selecéo artificial imposta pelo homem, que pode
levar a homogeneizagéo das respostas. Nos trabalhos de Arthur e Levin (2001) e

Levin et al. (2003) os autores utilizaram animais provenientes de criadouros. Embora
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haja algum tipo de selecdo nestes animais eles sao, provavelmente, mais
habituados a qualquer tipo de manipulacao feita pelo homem, enquanto que animais
oriundos do ambiente natural apresentam maior dificuldade em se ajustar as
condi¢cbes do laboratério, bem como a qualquer tipo de manipulacdo. A origem dos
animais utilizados no presente estudo pode ter influenciado negativamente nos

resultados obtidos no teste de aprendizagem.

5.2 CORTISOL E NEUROTRANSMISSORES X INTERACAO AGONISTICA

Considerando o papel do cortisol no ajuste dos individuos as condicfes de
estresse, era esperado que os altos niveis de cortisol fossem vistos nos animais que
passaram por condicdes e/ou manipulacdes estressoras. O nivel de cortisol
plasmatico exibido pelo grupo C. manipulacéo foi considerado como sendo o nivel
basal e foi igual aos grupos C. teste interacdo, Isolado e Interacdo agonistica. O
nivel de cortisol plasmatico exibido pelo grupo C. teste isolado foi menor que o grupo
C. manipulacédo e C. teste interagdo. Ao serem submetidos ao teste os animais que
estavam isolados responderam com um aumento significativo nos niveis de cortisol,
enquanto que 0s animais que estavam em interacao agonistica, ndo. O isolamento
social somado ao teste foi mais estressor do que a interacdo agonistica somada ao
teste, ou seja, o teste representou um agente estressor mais potente para aqueles
animais que estavam isolados do que para 0s que estavam em interacao agonistica.

A espécie utilizada no presente trabalho faz parte da familia dos ciclideos e,
portanto, se organiza socialmente em uma hierarquia de dominancia que é
estabelecida por meio de confrontos agonisticos, que elevam os niveis de cortisol
dos individuos. Considerando esta caracteristica da espécie era esperado que 0s
animais que permaneceram isolados apresentassem uma menor concentracao de
cortisol em relacdo aqueles que estavam em interagdo agonistica, o que nao foi
observado. Foi observada diferenca significativa apenas entre 0s animais que
permaneceram isolados em comparacao aqueles que estavam no tanque estoque,
sendo que os isolados apresentaram os menores niveis. Os dados indicam que para
a espécie utilizada o isolamento representou uma condicdo menos estressora do

gue a permanéncia em grupo, como observado por outros autores com diferentes
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espécies. Ohl e Fuchs (1998) trabalhando com mamiferos (treeshrew) observaram
gue os animais isolados apresentavam menor concentragao de cortisol na urina do
que aqueles mantidos em pares. Em peixes, Medeiros e McDonald (2013)
trabalhando com gqulf toadfish (Opsanus beta) observaram as menores
concentracbes de cortisol plasmatico nos animais mantidos isolados em relacéo
aqueles mantidos em grupo. O isolamento consistir em um agente estressor € uma
caracteristica de cada espécie e deve ser considerado ao elaborar protocolos
experimentais que tenham como objetivo avaliar os efeitos do estresse. Os dados
obtidos indicam que para a espécie utilizada o protocolo de isolamento prévio ao
teste € adequado, pois representa uma condicdo menos estressora que a
permanéncia em grupo.

Segundo Haller, Makara e Kruk (1997) o sistema noradrenérgico central tem
papel importante na expressdo de comportamentos agressivos, uma vez que
prepara o organismo para a luta através suas acdes na reducdo da percepcdo da
dor, aumento do estado de atencao e efeitos diretos no comportamento agressivo.
No entanto, Zagrodzka (1995) trabalhando com ratos encontrou que a destruicdo 0s
neurénios noradrenérgicos do locus coeruleus esta associada ao aumento 0s
comportamentos agressivos e Baenninger (1968) trabalhando com peixe beta (Betta
splenders) ao adicionar noradrenalina na agua do aquario observou uma reducao
nos comportamentos agressivos exibidos frente ao espelho colocado no aquario.
Embora estes dados contrarios tenham sido observados, de forma geral a literatura
aponta uma relacdo direta entre a ativacdo noradrenérgica e o aumento dos
comportamentos agressivos Haller, Makara e Kruk (1998), relacdo esta que ja foi
observada em peixes; Maler e Ellis (1987) trabalhando com peixe elétrico
(Apteronotus leptorhynchus) observou o aumento os comportamentos agressivos ao
injetar noradrenalina intracerebroventriculamente. Considerando o papel o sistema
noradrenérgico em estimular a exibicdo de comportamentos agressivos era
esperado que os animais sob interacdo agonistica exibissem alta atividade deste
sistema de neurotransmissdo quando comparados aos animais isolados. Nao foi
observada diferenca na concentracdo da noradrenalina nem do metabolito HPG
entre os grupos; entretanto, houve diferenga no turnover, ao considerarmos 0s
grupos que foram submetidos ao teste, com os animais em interagdo agonistica

apresentando valores significativamente maiores que os animais isolados. Porém,
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nao conseguimos determinar o que levou a diminuicdo no turnover da noradrenalina
neste caso. O isolamento por si s6 ndo deve ter causado essa redugdo, nesse caso
seria esperado que o grupo Isolado apresentasse niveis menores que 0s exibidos
pelo grupo C. teste interacdo. Também nao deve ter sido o teste, nesse caso seria
esperado que o grupo Interacdo agonistica exibisse os mesmos niveis.

A atividade dopaminérgica esta associada ao aumento dos comportamentos
agressivos (MCINTYRE; HEALY; SAARI, 1979; WINBERG; NILSSON, 1993),
portanto seria esperado que 0s animais sob interacd0 agonistica apresentassem
maior atividade deste sistema. Os dados obtidos ndo apresentam relagao entre a
interacdo social e os niveis de atividade dopaminérgica. Comparando 0s grupos
observamos que a atividade dopaminérgica foi influenciada pelo teste e ndo pela
condicdo social dos animais. O comportamento agressivo exibido em condicdo de
interacao social é complexo e esta sob a regulacdo de varios sistemas, portanto é
possivel que tenha havido uma interacdo entre estes sistemas na exibicdo dos
comportamentos agressivos e por isso nao tenha sido possivel observar uma
relacdo direta entre a atividade de cada um deles e a condicéo de interacéo social.

A interacao social, ou o estresse social decorrente, ja foi demonstrado ativar o
sistema serotoninérgico diferentemente em individuos dominantes e submissos em
uma hierarquia social (ELOFSOON et al., 2000; SLOMAN, 2005), o que se reflete
nos diferentes padrdes comportamentais exibidos pelos animais que ocupam
diferentes posi¢des na hierarquia social. Embora dados controversos ja tenham sido
encontrados (LORENZI et al., 2009; MCDONALD; GONZALEZ; SLOMAN, 2011), de
forma geral a alta atividade deste sistema é correlacionada com comportamentos
passivos, como reducdo da locomocédo e da agressividade (MALER; ELLIS, 1987;
WINBERG; NILSSON, 1993) e a baixa atividade serotoninérgica resulta em altos
niveis de agressividade (MCINTYRE; HEALY; SAARI, 1979; ELOFSOON et al.,
2000). A partir da relagdo do sistema serotoninérgico com o estresse social e 0
comportamento agressivo, era esperado que 0s animais sob interacdo agonistica
apresentassem baixa liberagdo de serotonina comparados aos animais isolados, o
que inibiria a exibicdo de comportamentos passivos, portanto, promoveria a exibicao
de comportamentos agressivos. Estes padrdoes de resposta ndo foram observados.
Quanto aos animais submetidos ao teste, obtivemos uma resposta inversa da

esperada, com 0s animais isolados exibindo os menores niveis de serotonina em
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relacdo aos animais em interacao agonistica. McDonald, Gonzalez e Sloman (2011)
trabalhando com gulf toadfish (Opsanus beta) também n&o observaram a relacéo
esperada entre alta atividade serotoninérgica e reducdo da agressao. Estes autores
trataram os animais com fluoxetina, que € um inibidor da recaptacédo da serotonina e
portanto, permite que a serotonina liberada permaneca disponivel por mais tempo na
fenda sinaptica, aumentando sua atividade. Os autores esperavam que 0S animais
dominantes tratados com fluoxetina apresentassem menos comportamentos
agressivos que os dominantes tratados com o veiculo. Os dados obtidos indicaram
gue os animais tratados com fluoxetina, ou seja, 0s animais com maior atividade
serotoninérgica ficaram mais agressivos, diferentemente do esperado. Considerando
0S grupos que nao fizeram o teste observamos que a concentracdo de serotonina
dos animais sob interacdo agonistica foi semelhante a dos animais que estavam
isolados e que os animais mantidos no tanque estoque apresentaram niveis
menores de serotonina que 0S animais em interacdo agonistica. Este resultado
indica que a condicdo de interacdo agonistica foi mais potente em promover a
liberacdo de serotonina do que a permanéncia em grupo. As respostas exibidas a
condicdo de estresse social estdo relacionadas com a estabilidade da hierarquia
estabelecida, sendo que nas hierarquias estaveis as respostas ao estresse social
sdo menos intensas quando comparadas as exibidas nas hierarquias instaveis (FOX
et al.,, 1997; OVERLI, 1999). A interacdo agonistica ndo culminava com a definicéo
das posicdes hierarquicas, ou seja, era instavel se comparada a hierarquia
estabelecida entre os animais que estavam em grupo. E possivel que a maior
liberacdo de serotonina nos animais em grupo Interacdo agonistica, em comparagao
aos animais em grupo, esteja relacionada a instabilidade da interacdo promovida
pelo espelho. Também observamos que a concentracdo de serotonina foi
significativamente menor nos animais do grupo Isolado em comparacédo a todos os
outros grupos, com isso, podemos inferir que a soma dos fatores isolamento mais

teste é que determinou esta menor concentracdo de serotonina observada.

5.3 CORTISOL E NEUROTRANSMISSORES X APRENDIZAGEM/MEMORIA
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Os grupos submetidos ao teste de aprendizagem apresentaram niveis de
cortisol plasmético semelhantes a outros grupos, entre estes o grupo C.
manipulacdo, considerado como sendo o grupo que nos forneceria 0s niveis basais
das variaveis fisiolégicas mensuradas. Neste caso ndo é possivel afirmar que o
cortisol tenha influenciado negativamente o desempenho dos animais no teste
através de suas acdes prejudiciais no SNC.

O sistema noradrenérgico tem importante papel na formacao e consolidacao
da aprendizagem de longo através de seu papel na sinalizacdo intracelular
responsavel pela estimulacdo da sintese protéica necesséria para a LTP
(KOBAYASHI; YASOSHIMA, 2001). A dopamina contribui para a formacdo da
aprendizagem de longo prazo ao ter sua liberacdo estimulada por informacfes a
cerca do estado motivacional durante o aprendizado de determinada tarefa, esta
liberacdo contribui para a formacdo da LTP nos neurdnios hipocampais (LISMAN;
GRACE; DUZEL, 2011). O sistema serotoninérgico parece ser evolutivamente antigo
e consideravelmente conservado, uma vez que ja foi identificado em diversos grupos
de vertebrados e apresenta similaridades entre eles, entre outros fatores, quanto a
densa inervacdo no hipocampo ou no nucleo dorso lateral do telencéfalo feita pelas
aferéncias dos nucleos da rafe. A presenca desta inervacao serotoninérgica sugere
que a serotonina esteja envolvida na modulacdo das funcbes telencefélicas, como
aprendizado e aprendizagem em mamiferos e em peixes (LILLESAAR, 2011). Gould
(1999) revé as bases que apoiam a ideia de que a serotonina promove a
neurogénese no giro dentado do hipocampo em ratos. Juntas, as acbes da
serotonina parecem contribuir positivamente para 0s processos cognitivos.

De forma geral, os neurotransmissores analisados entdo envolvidos
positivamente com o desempenho de tarefas cognitivas. Portanto era esperado que
0S grupos que apresentassem alta atividade dos sistemas dopaminérgico e/ou
noradrenérgico ou alta liberacdo serotoninérgica apresentassem melhor
desempenho no teste cognitivo. Considerando apenas os animais que fizeram o
teste, foi observada uma liberagdo e atividade significativamente menor de
serotonina e noradrenalina, respectivamente, nos animais isolados em comparacao
aos que estavam sob interacdo social. Os dois grupos que realizaram o teste

apresentaram turnover da dopamina semelhante e mais alto que os demais grupos.
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Estes dados ndo apresentam a correlagcdo positiva esperada entre a atividade

destes sistemas de neurotransmissao com o desempenho positivo no teste.
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6 CONCLUSOES

Embora tenham sido feitas adaptacdes no protocolo de teste, alguns ajustes
ainda precisam ser feitos para permitir o aprendizado dos animais, como 0 aumento
no numero de testes e um intervalo de tempo maior entre 0s testes. Ao
encontrarmos o protocolo ideal, nos quais 0s animais sejam capazes de aprender a
tarefa quando em condicbes de isolamento social, poderemos entdo submeter
animais em interagdo agonistica para observar seus efeitos sobre o aprendizado.
para entdo podermos avaliar o efeito o estresse social sob o desempenho dos
animais.

Os niveis de cortisol indicaram que, para a espécie utilizada, o isolamento
prévio ao teste se constitui em uma estratégia adequada para reduzir o estresse.

Os niveis de cortisol, bem como a atividade e/ou liberagdo dos
neurotransmissores apresentaram padrdes diferentes de resposta frente as
condicBes expostas, entretanto ndo foi encontrada relacdo com as condicbes de

interagcdo agonistica, bem como com o desempenho no teste.
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