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Preambulo



Esta tese versa sobre relacbes entre memdria e estresse. Assim,
inicialmente apresentamos alguns conceitos dessas duas areas que
permeiam os estudos apresentados neste trabalho.

O estresse é um fenbmeno que tem sido amplamente estudado, tanto
por razdes tedricas quanto pelas suas implicacdes em atividades zootécnicas
de interesse econd6mico. O estresse é conceituado como um estado do
organismo frente situacdes de ameaca da perda da homeostase causada por
algum fator (o estressor). Esse estado implica num conjunto relativamente
padronizado de respostas bioquimicas, fisiologicas e comportamentais.
Pickering (1981) apresenta o quadro geral de estresse em peixes. Segundo
ele, 0 estressor provoca estimulagcdo no sistema nervoso autdnomo simpatico
que libera das células cromafins da interrenal catecolaminas para o sangue;
estimula também o eixo HPI (hipotdlamo-pituitaria-interrenal), que libera
corticosterodides para a circulacdo. Dessas respostas primarias sao induzidas
respostas secundarias que podem mobilizar energia que é entdo usada para
0 organismo se ajustar a ameaca imposta pelo estressor. Se esses
mecanismos de resposta persistem respostas terciarias ocorrem, como
imunossupressdo, reducdao ou Inibicdo do crescimento e funcgdes
reprodutivas. Temporalmente, as respostas primarias e secundarias podem
ocorrer em segundos, ou algumas horas ou dias; as terciarias geralmente
demoram alguns dias para que sejam percebidas. Segundo Moberg (2000), o
estado de estresse é aquele em que o organismo usa de suas reservas para
enfrentar a situacdo de ameaca (estressor), e o estado de distresse ocorre

guando essas reservas sao levadas a limites extremos e 0 uso de energia e



vias metabdlicas implica necessariamente na supressao, total ou parcial, de
outros processos. No presente estudo, centramos as investigagdes sobre o
estresse principalmente a partir de medidas de cortisol, considerado um dos
principais indicadores de estresse em peixes (Barton & lwama, 1991; Bonga,
1997; Barton 2002) e outros vertebrados (Johnson et al., 1992; Chrousos &
Gold, 1992). Em alguns casos, a glicose foi também avaliada como
indicadora de estresse.

A partir de estudos em peixes, Moreira & Volpato (2004) propbéem que
0s estressores sejam divididos como: a) aqueles em que h& acéo fisica do
estressor sobre o animal agredido; b) aqueles que decorrem da percepcéao de
um coespecifico estressado; e c¢) aqueles que sdo induzidos pela
recuperacdo mnemaonica de experiéncia estressora anterior (lembranca). Este
terceiro tipo de estressor foi descrito em peixes apenas recentemente
(Moreira & Volpato, 2004; Moreira et al., 2004) e, para que possa ser
avaliado, é necesséario que se induza essa lembranca no animal, o que na
presente tese foi sempre realizado por condicionamento classico.

O condicionamento classico foi descrito em 1927 por Ivan Petrovich
Pavlov, um fisiologista russo nascido em 1849 na cidade de Ryazan. Trata-se
de um processo de aprendizagem que consolida associacédo entre estimulos,
de forma que a reacdo do animal emitida a um desses estimulos passa, por
esse condicionamento, a ser emitida também a outros estimulos. No exemplo
classico, Pavlov mostrou que o estimulo “carne” (estimulo nao
condicionado - EN) provocava salivacao (resposta n&do condicionada -
RN) em cées. Ao contrario, 0 som de uma campainha ndo provocava essa

resposta. Porém, Pavlov viu que ap6s oferecer por algumas vezes



concomitantemente esses dois estimulos (campainha e carne) aos caes,
guando apresentava novamente apenas 0 som da campainha, o0s caes
salivavam. Ou seja, o significado de um estimulo (carne moida) foi
incorporado ao outro estimulo (som) por meio de experiéncias sucessivas, 0
que caracteriza esse tipo de aprendizagem. Assim, denominou de estimulo
condicionado (EC) o som da campainha apds os caes terem incorporado
essa associacdo e resposta condicionada (RC) a salivagao induzida pelo
som da campainha.

Considerando que foi mostrado que 0s peixes emitem resposta de
estresse em termos de elevacdo dos niveis de cortisol plasmatico, neste
trabalho procuramos avancar essa questdo tentando responder se o
significado de estimulos memorizados afeta a resposta de estresse em
peixes. Numa primeira analise comparamos a resposta de estresse em
condicionamentos de dois EN, asfixia e presencga de alimento. Usamos como
modelo experimental a tilapia-do-Nilo. Como os animais foram testados em
agrupamentos sociais, a presenca de alimento envolvia também competicao
alimentar, o que nos fez considerar essa condicdo também como um
estressor, avaliando subsequientemente a intensidade desses estressores,
mostrando a possibilidade de ligagdo entre a severidade do estressor e a
aquisicdo da RC. Frente a isso, procuramos numa etapa seguinte avaliar os
efeitos do cortisol plasmatico sobre a RC em peixes. Esta etapa foi
desenvolvida no CEH — Centre for Ecology and Hydrology — Lancaster —
Inglaterra, onde o modelo experimental mais usado é a truta arco-iris e na
qual também foi mostrado o condicionamento do estresse (Moreira et al.,

2004).



A apresentacdo do trabalho nesta tese procurou privilegiar ndo apenas
0s experimentos que forneceram conclusdes sélidas, mas também mostrar
testes de hipotese que nem sempre foram bem sucedidas de imediato. Esses
testes foram importantissimos para o redirecionamento do projeto ao longo

deste doutoramento o que nos motivou a inclui-los no corpo deste texto.
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Efeito do significado do estimulo
nao-condicionado sobre estresse

condicionado na tilapia-do-Nilo
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Introducéo

Recentemente, Moreira & Volpato (2004) mostraram que no peixe
tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, a recuperagdo mnemonica de
experiéncias estressoras induz aumento dos niveis plasmaticos de cortisol.
Posteriormente, esse tipo de estressor mnemonico foi descrito também em
truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Moreira et al., 2004). Esses estudos
mostram que nesses peixes respostas neuroenddcrinas estdo sujeitas ao
condicionamento pavloviano, uma vez que o indicador de estresse utilizado
foi o nivel plasmatico de cortisol. Portanto, 0s peixes possuem mecanismos
eficazes de aprendizagem para se anteciparem as situacdes estressantes,
pois a liberacdo de cortisol induzida por um EC prepara 0 organismo para a
situacao de ameaca.

No caso de estressores ndo mnemonicos, tem sido mostrado que a
resposta de estresse é modulada pela intensidade do estimulo (Barton &
lwama, 1991; Bonga, 1997; Barton 2002). Assim, é plausivel supor que
diferentes intensidades de estressores mnemonicos também modulem os
niveis de cortisol em peixes.

Independente do EC estar associado a um estimulo aversivo, ele pode
alterar os niveis de cortisol. Por exemplo, apds alimentacao tem sido relatada
elevacao de cortisol plasmatico em algumas espécies de peixes (Bry, 1982;
Boujard & Leatherland, 1992; Reddy & Leatherland, 1994, 1995). A
alimentacdo é certamente uma condicdo ndo aversiva e que pode estar
ligada a liberacdo de cortisol (pos-prandial). Apesar disso, um certo grau de

estresse social estd presente na alimentacdo em grupo devido a competicao
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alimentar (Carrieri & Volpato, 1991). Mesmo nesse caso, a intensidade do
estressor pode ser menor comparada a estressores ndo sociais. Assim, a
comparacao de estressor ndo social e alimentagdo em grupo como EC
implica na avaliagdo de diferenca de estressores e aversividade do estimulo
0 que, segundo hipotetizamos neste estudo, deve trazer diferenca no
condicionamento de altera¢des nos niveis de cortisol plasméatico como RC.

Essa hipétese foi testada no peixe Ciclideo, tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L.), o qual apresenta resposta de estresse
condicionado em termos de elevacdo de cortisol plasmético (Moreira &
Volpato, 2004) e na qual a competicdo alimentar (Carrieri & Volpato, 1991) e
0 estresse social (Fernandes & Volpato, 1993; Volpato & Fernandes, 1994;
Alvarenga & Volpato, 1995; Barcellos et al., 1999; Corréa et al., 2003;
Merighe et al., 2004) sao evidentes.

O estudo foi desenvolvido em quatro etapas: 1) avaliacdo da
ocorréncia de condicionamento mneménico do estresse em tilapias-do-Nilo
agrupadas, de forma similar ao demonstrado para tilapias em isolamento
social (Moreira & Volpato, 2004); 2) efeito da alimentagdo em grupo nos
niveis de cortisol plasmatico; 3) efeito da alimentagdo em isolamento social
sobre o0s niveis de cortisol plasmatico; e 4) avaliacdo do condicionamento
mnemaonico dos niveis de cortisol plasmético tendo como EN a alimentagéo

em grupo.
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Etapa 1: condicionamento de estresse em tilapias-do-Nilo agrupadas

Métodos

Estocagem dos animais

Exemplares de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (L.), foram
mantidos em tanques por aproximadamente 8 meses, com aeracao
constante, temperatura da agua aproximadamente a 24°C. O fotoperiodo foi
estabelecido das 06:00 as 18:00h. Os animais foram alimentados 3 vezes por

semana com racao comercial peletizada (38% de proteina bruta).

Procedimentos

Setenta e cinco tilapias-do-Nilo provindas da populacdo de estoque e
sem distingdo de sexo foram alojadas nos tanques experimentais (base com
@ =~ 93 cm; 500 | cada; 15 peixes/ tanque). Em cada tanque havia fluxo de
agua declorinada diario (aproximadamente 4 h de renovacéo de agua por dia;
30L/h). Cada tanque possuia um sistema de iluminacdo anexado a parte
interna da tampa. Essa iluminacdo provinha de lampadas fluorescentes tipo
luz do dia, de 20w, acesas das 06:00 h as 18:00 h. Permaneceram cinco dias
para ajuste a essas condi¢es, sendo alimentados uma vez ao dia, no 1°, 3°
e 5° dias.

Apoés esse periodo, a estratégia basica consistiu em condicionar 0s
peixes pela associacdo de um EC (interrupcéo da aeracéo por 30 s) a um EN

(asfixia por 2 min fora d’agua), avaliando-se posteriormente se o EC
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provocava a RC (elevacdo dos niveis plasméticos de cortisol) sem a
presenca do EN. A associagdo entre EC e EN foi feita por 10 dias
consecutivos, uma vez ao dia, e a RC foi avaliada no 11° dia. Todos esses
procedimentos foram feitos entre 12:00 h e 14:00 h de cada dia.

Os tanques eram de parede opaca e possuiam tampa ndo permitindo
contato visual entre os peixes e 0 pesquisador, 0 que evitava a associacéo do
EN com outros estimulos externos além do EC a ser testado. Os tanques
tinham uma rede revestindo a parede interna, que era usada para captura
imediata dos peixes para retirada fora d’agua (asfixia). O EC foi o desligar do
sistema de aeracao por 30 s. A aeracao provinha de um quadrado (21 cm de
lado) de cano PVC perfurado (Jsro = 2 mm) em toda sua extensdo para
saida do ar. Esse quadrado era fixado ao centro no fundo do tanque, sendo
suficiente para emitir bolhas em quase toda extensdo do tanque. Para a
asfixia (EN), erguia-se a rede que cobria a superficie interna do tanque,
expondo todos 0s peixes ao ar por 2 min, que, em seguida, eram
reintroduzidos no tanque pelo abaixamento da rede. Esse procedimento foi
facilitado anexando-se por corddes a rede a tampa do tanque, a qual era
suspendida por um sistema de roldanas.

Para controle de variaveis interferentes, cinco tratamentos foram

necessarios (Tabela 1).
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Tabela 1. Delineamento experimental da Etapa 1.

Grupos Dias
Experimentais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Controle - - - - - - - - - -5
EC O T T R O O T B (&
ENyo A aaaaaaaaa s
ENi1 A a aaaaaaa a as
Condicionamento | ia ia ia ia ia ia ia ia ia Is
a
s = coleta de sangue para andlise dos niveis plasmaticos
de cortisol.
i = interrup¢ao da aeracéo.
a = asfixia

n = 6 peixes aleatoriamente coletados de cada tanque

Nos 10 dias iniciais do experimento, no grupo Controle as variaveis
do condicionamento (asfixia e interrupcdo da aeragdo) ndo foram impostas
aos peixes; no grupo EC avaliou-se o efeito da interrupcdo da aeracéo e no
grupo ENj; investigamos o efeito da asfixia. O grupo ENj avaliou se a asfixia
induz elevacdo crbnica do cortisol plasmético. O grupo Condicionamento,
comparado com esses outros grupos, permitiu concluir sobre a presenca da
RC. No 11° dia, o sangue dos animais foi coletado no horario habitual da
experimentacédo diaria, sendo exatamente 30 min apds a apresentacdo do EC
ou do EN nos grupos com esses estimulos presentes nesse dia.

Para a coleta de sangue, os peixes foram capturados aleatoriamente
com uma rede e imediatamente transferidos para solu¢cdo de anestésico
(Benzocaina, 80 mg/ L d agua). ApGs sedacao (perda da postura e auséncia
de reflexos), o sangue era coletado por puncdo cardiaca com seringas
heparinizadas. Posteriormente, o sangue era centrifugado a 3000 rpm
durante 5 min, o plasma coletado e mantido congelado (- 20°C) até o

momento das analises laboratoriais. O peso (g) dos peixes foi similar entre os

16



grupos (ANOVA,; Fa.2s) = 0,53; P=0,71): Controle = 49,0 + 18,3, EC =453
7,8; EN1p = 40,3 £ 7,7; ENyj; = 42,1 £ 11,3; Condicionamento 48,2 + 14,9.

Os dados obtidos foram transformados por raiz quadrada para
aumentar a homogeneidade e homocedasticidade e, em seguida,
comparados por ANOVA (inteiramente casualizados) seguido por Newman-

Keuls para as comparacdes pos-hoc, considerando-se o = 0,05.

Resultados

Na figura 1 observa-se que o tratamento imposto aos animais afetou
significativamente o nivel plasmatico de cortisol (ANOVA; Fu.5 = 61,49; P <
0,000001). O valor médio no grupo ENj; foi estatisticamente maior que todos
os demais tratamentos. Além disso, no grupo condicionamento o valor médio
foi menor que no grupo EN;;, mas maior quando comparado com 0s niveis
dos outros tratamentos. Entre os outros grupos os niveis de cortisol foram

baixos e similares entre si.
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Figura 1. Resposta de estresse condicionada na tilapia-do-Nilo. Valores

médios (xDP) de cortisol plasmatico que ndo compartilham uma
mesma letra s@o estatisticamente diferentes entre si (ANOVA;
Fuzs) = 61,49; P < 0,0001). Estimulo condicionado (EC) =

Interrupcdo da aeracao; estimulo ndo-condicionado (EN) = asfixia.
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Etapa 2: Evolucédo temporal dos niveis de cortisol plasmatico em

funcédo da alimentacédo natilapia-do-Nilo em agrupamento social.

Métodos

Foram utilizadas 120 tildpias-do-Nilo sem distincdo quanto ao sexo e
provindas da populacdo de estoque e alojadas nos tanques experimentais
(15 peixes/tanque), como descrito na Etapa 1. Os peixes foram mantidos em
jejum durante 5 dias. No 6° dia, 4 tanques receberam alimento em excesso
(cerca de 10% da biomassa do tanque) e os demais permaneceram em jejum
(controle).

Em <cada grupo foram amostrados 6 peixes, capturados
aleatoriamente dentre os 15 peixes do respectivo tanque. Aos 15 min, 30 min,
1 h e 2 h ap6s a alimentagdo foram amostrados dois tanques (um controle e
um alimentado). Nesses momentos, esses peixes eram anestesiados e
coletava-se 0 sangue e dados biométricos, como descrito na Etapa 1. Em
seguida, os peixes foram sacrificados (por exposi¢cao prolongada a solucao
de benzocaina) para avaliacdo do contetudo gastrico, confirmando-se se 0s
peixes amostrados haviam se alimentado. Nenhum contetdo foi observado
no estbmago dos peixes controles, enquanto que todos 0s peixes que
receberam racao haviam se alimentado. A quantidade de ragao ingerida nao
foi mensurada. O peso (g) dos peixes foi similar entre os grupos (ANOVA;

F.40) = 0,56; P = 0,78): Jejum, 15 min = 43,9 + 13,8, 30 min = 48,9 + 14,9, 1h
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=44,0 £ 8,9, 2h = 40,0 £ 9,4; Alimentado, 15 min = 44,2 + 14,1, 30 min = 44,8
+9,0,1h=448+7,2,2h=429 +£15,7.

Os dados do presente experimento foram primeiramente
transformados por raiz quadrada para normalizacdo e aumentar a
homocedasticidade. Em seguida, os dados foram comparados por teste t de
Student (amostras independentes) para cada par de grupos (alimentados x

jejum) em cada intervalo de tempo.

Resultados

Na figura 2 estdo os dados médios de cortisol plasmético obtidos.
Observa-se que o0s niveis plasmaticos de cortisol nos intervalos de tempo de
30 min e 1h foram estatisticamente maiores nos peixes alimentados quando
comparado aos respectivos controles (Test t de Student para amostras

independentes; P15 min = 0,30; P30 min < 0,01; P1h < 0,05; P2h = 0,98).
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Figura 2. Evolucao temporal dos niveis plasmaticos de cortisol em funcéo da

alimentagdo na tilapia-do-Nilo. Dados médios (+ DP) de 6 animais
em cada situacdo. * indica diferenca estatistica entre peixes
alimentados e controles (jejum) para cada intervalo (Test t de
Student para amostras independentes; Pis min = 0,30; P3o min < 0,01;

Pin < 0,05; P2, = 0,98).
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Etapa 3: Evolucédo temporal dos niveis de cortisol plasmatico em

funcédo da alimentacédo natilapia-do-Nilo em isolamento social.

Métodos

Utilizaram-se os mesmos procedimentos da Etapa 2, exceto que a
avaliacdo temporal dos niveis plasmaticos de cortisol restringiu-se aos
tempos de 30 min e 1 h apds alimentacao, uma vez que foram os momentos
em que ocorreram efeitos significantes na Etapa anterior. Além disso, 0s
animais foram estudados em isolamento social, em aquérios de vidro (30 x 35
x 50,5 cm; ~ 53I) completamente isolados entre si e com aeragédo constante.
O peso (g) dos peixes foi similar entre os grupos (ANOVA; F.20) = 0,71; P =
0,56): Jejum, 30 min = 45,5 £ 19,9 e 1h = 48,6 + 17,3; Alimentado, 30 min =
48,4 £ 16,0 e 1h = 45,3 £ 19,3.

O contetdo géstrico também foi avaliado como descrito na Etapa 2,
verificando-se que todos os animais do grupo alimentado haviam ingerido

racao.

Resultados

O tratamento e analise dos dados foram como na etapa anterior e 0s

dados estdo expressos na figura 3. Observa-se que 0s niveis plasmaticos de
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cortisol ndo foram estatisticamente diferentes comparando-se 0s peixes

alimentados com os controles (30 min, P = 0,53; 1h, P = 0,62).

50 _
Il Alimentado
_EI []Jejum I
= 40
o
£
o
© 30
©
£
0
< 20
[}
©
)
®)
0
30 min 1h

Figura 3. Evolucdo temporal dos niveis plasmaticos de
cortisol em funcdo da alimentacdo em tilapias-do-
Nilo isoladas socialmente. Dados médios (+DP) de 6
peixes em cada caso. Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre peixes alimentados e
em jejum nos dois intervalos de tempo (Teste t de

Student para amostras independentes; P > 0.5).
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Etapa 4: condicionamento a EN ndo aversivo em tilapias-do-Nilo

agrupadas

Métodos

Os procedimentos basicos foram iguais aos da Etapa 1 e o
delineamento experimental esta representado na Tabela 2. O EN neste caso
foi a alimentacdo em grupo, que representava um estimulo ndo aversivo,
porém com certo nivel de estresse (Etapa 2) supostamente pela competicdo
alimentar, visto que na Etapa 3 ndo houve tal estresse nos animais isolados.
Sete animais foram amostrados de cada grupo e o peso (g) deles foram
similares entre os grupos (ANOVA; F@s.24) = 0,17; P = 0,91): Controle = 43,9 +

11,0; EC =45,4+ 7,0; EN1; = 41,0 + 6,6; Condicionamento 43,5 + 18,1.

Tabela 2. Delineamento experimental da Etapa 4.

Grupos Dias
Experimentais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Controle aaaaaaaaaa s
EC ai ai ai ai ai ai ai ai ai ai is
EN1y aaaaaaaaa a as

Condicionamento ia ia ia ia ia ia ia ia ia ia is

* Nesta condi¢ao o alimento ndo foi pareado com o EC (i).

s = coleta de sangue para andlise dos niveis plasmaticos
de cortisol.

i = interrupcdo da aeracao.

a = alimento

n = 6 peixes aleatoriamente coletados de cada tanque.
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No grupo controle, os peixes foram alimentados todos os dias, exceto
no dia de amostragem de sangue, perfazendo um jejum prévio de ~ 24h. No
grupo EC, a interrupcdo da aeracgéo foi apresentada diariamente durante 10
dias consecutivos. No grupo ENj;; 0s peixes receberam o alimento
diariamente, incluindo o dia da amostragem de sangue. No grupo
condicionamento, os peixes foram condicionados por 10 dias (pareamento
EC-EN) e o sangue amostrado no 11° dia apds apresentacdo de apenas EC.
No 11° dia, o sangue dos animais foi coletado no horario habitual da
experimentacdo diaria, sendo que nos grupos com presenca de EC ou EN a
coleta foi feita exatamente 30 min apdés a apresentacdo desses estimulos.
Esse intervalo de 30 min para coleta de sangue foi baseado nas evidéncias
da Etapa 2, que mostrou que era um tempo suficiente para as tilapias terem
seus niveis de cortisol plasmatico elevado apds se alimentarem em grupo. O
conteldo géstrico também foi avaliado como descrito na Etapa 2,
registrando-se que todos os animais que receberam alimento no 11° dia

haviam-na ingerido.

Resultados

Apés transformacgdo dos dados como nas etapas anteriores, as médias
entre os grupos foram comparadas por ANOVA, com comparacao a posteriori
pelo teste de Newman-Keuls. Na figura 4 estdo mostrados os dados médios
(xDP) obtidos, revelando que o cortisol plasmatico foi significativamente

elevado apenas no grupo ENi; (Fs24) = 3,42; P = 0,033).
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Figura 4. Resposta de cortisol plasmatico na tilapia-do-Nilo a condicionamento
pavioviano com EN ndo aversivo, mas estressante. * indica valor
médio (x DP; n = 7) de cortisol plasmatico diferente estatisticamente
das médias dos demais grupos (ANOVA; F.24y = 3,42; P = 0,033).
Estimulo condicionado (EC) = Interrup¢éo da aeracao; estimulo nao-

condicionado (EN) = alimentacéo.
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Discussao

O presente estudo mostrou que tilapias-do-Nilo também podem ser
condicionadas a exibir uma RC (elevacdo dos niveis plasmaticos de cortisol)
em resposta a um EC quando mantidas em grupo, assim como demonstrado
previamente para tilapias isoladas socialmente (Moreira & Volpato, 2004).
Além da tilapia-do-Nilo, esse tipo de RC em peixes agrupados foi também
descrito em trutas arco-iris (Moreira et al., 2004). No presente estudo, 0s
niveis de cortisol plasméatico aumentaram significativamente quando
apresentado o EC, interrupcdo da aeracdo, sem a necessidade da presenca
do EN (asfixia) apos condicionamento de 10 dias (pareamento dos estimulos
EC-EN). O EC utilizado claramente ndo foi estressor, pois nao se observou
elevacao dos niveis de cortisol apés o periodo de varias aplicacfes desse
estimulo. Uma outra possibilidade é que o estressor presente durante o
periodo de condicionamento elevasse cronicamente o estresse, de forma que
os altos niveis de cortisol no dia de teste (11° dia) representassem esse
estado e ndo fossem consequéncia do processo de condicionamento. No
entanto, a resposta do grupo EN10 mostra que se o estressor ndo for
aplicado no 11° dia a elevacéo do cortisol ndo aparece.

De acordo com isso, as tilapias-do-Nilo podem memorizar uma
situacao aversiva e apresentar resposta neuroendocrina antecipadamente a
ela a partir de um sinal externo condicionado. Embora essa constatac&o
revele a adequacdo do modelo de condicionamento adotado, a RC néo

ocorreu quando o EN foi 0 alimento.
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Na figura 1 vé-se que o estimulo “parada da aeracao” foi percebido
pelas tilapias, uma vez que pdde ser condicionado a ocorréncia da asfixia.
Portanto, a auséncia de condicionamento reportada na figura 4 (parada da
aeracao associada com alimentacéo) nao pode ser explicada pelo tipo de EC
usado. De forma similar, pode-se pensar que tal auséncia de
condicionamento decorra da ineficiéncia da alimentacdo em induzir elevacéo
do cortisol. De fato, nos estudos mostrados nas figuras 2 e 3, observa-se que
a alimentacdo eleva os niveis de cortisol plasmatico apenas quando o0s
peixes sao alimentados em grupo. Ou seja, essa elevacao do cortisol decorre
do contexto da alimentacdo e ndo do alimento. Na alimentacdo em grupo
pode ocorrer certo nivel de estresse decorrente da competicdo alimentar. A
ocorréncia de competicao alimentar na tilapia-do-Nilo durante a alimentacao
€ bem reportada na literatura (veja Carrieri & Volpato, 1991; Volpato et al.,
1989 e Volpato & Fernandes, 1994). Em outras espécies, essa competicdo
promove estresse que tem sido mostrado em termos de elevacdo de cortisol
em (Qverli et al., 1998). Assim, na figura 4 vé-se claramente que apenas a
competicdo alimentar foi suficiente para elevar os niveis de cortisol
plasmatico nas tilapias, o que parece resultar do estresse social envolvido
nesse contexto de alimentacdo. Os confrontos agonisticos sdo frequentes
nessas competicbes (Carrieri & Volpato, 1991), estressores bem
documentados nesta (Fernandes & Volpato, 1993; Volpato & Fernandes,
1994; Alvarenga & Volpato, 1995; Barcellos et al., 1999; Corréa et al., 2003;
Merighe et al., 2004) e em outras espécies (Schreck, 1981; Sakakura &

Tsukamoto, 1999; Sloman et al., 2000a,b,c, 2001; Pottinger & Carrick, 2001).
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Mesmo que a competicdo alimentar induzida pela alimentacdo aos
peixes em agrupamento seja um estressor, no presente estudo 0 estresse
resultante ndo pode ser condicionado (Figura 4). Uma explicacédo € que isso
decorra do estressor (EN) ser mais fraco que aquele usado no experimento
mostrado na figura 1, onde foi usado asfixia. Esta interpretacéo é corroborada
guando se avalia a amplitude das elevacdes de cortisol registradas. No caso
da asfixia, esse estimulo promoveu elevacdo média de cerca de 240 ng/mL
(Figura 1, grupo ENi1), enquanto que na alimentacdo a elevagao foi bem
mais discreta (~ 50 ng/mL; Figura 4, grupo ENi;). Assim, pode-se assumir
gue a intensidade do estressor, aqui agindo como EC, tenha sido o fator
primordial na modulagdo do condicionamento entre os dois estimulos
testados, a asfixia e a alimentacdo em grupo. Isso esta de acordo com o
pressuposto de que a intensidade e o significado do EN para o animal séo

fatores importantes para o condicionamento (Alcock, 1997).
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Cortisol prejudica memoria na truta

arco-iris
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Introducéo

Recentemente foi demonstrado que peixes sdo capazes de serem
condicionados a exibir resposta de estresse como uma resposta
condicionada (RC) em associacdo a um sinal ndo estressante quando se
utiliza o paradigma classico do condicionamento Pavloviano (Moreira &
Volpato, 2004, na tilapia-do-Nilo e Moreira et al., 2004, em truta arco-iris).
Esses resultados indicam que os peixes sédo capazes de ficarem estressados
pela lembranca de experiéncias prévias estressantes. Nesses experimentos
0s peixes foram expostos a um sinal ambiental (EC — estimulo condicionado)
pareado com um estressor (EN — estimulo ndo-condicionado). Apés algumas
secBes de pareamento dos estimulos EC-EN, a exposicdo dos peixes apenas
aos EC resulta em uma RC, no caso, elevacdo dos niveis plasmaticos de
cortisol. Essa RC pode ser retida por algumas semanas na auséncia de
reforco (Moreira et al., 2004). Neste ultimo estudo avaliou-se a extingdo da
RC em duas linhagens de truta arco-iris que divergem entre si quanto a
reatividade ao estresse, em termos da magnitude dos niveis plasmaticos de
cortisol. Esses autores observaram que as trutas que respondem ao estresse
com baixa elevacdo dos niveis plasméticos de cortisol retém a RC por um
periodo mais longo que as trutas que respondem ao estresse com alta
elevacao dos niveis de cortisol. Essa diferenca nas fun¢des cognitivas entre
essas 2 linhagens de truta sugere que o cortisol possa estar modulando esse
processo. De acordo com isso, pode-se supor que o cortisol prejudicaria a
memoéria em peixes. Reforcando essa idéia, pode-se destacar que diversos

resultados ja obtidos em mamiferos indicam que niveis elevados de
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corticosteréides ou exposicdo ao estresse prejudicam a memoria desses
animais (Dachir et al., 1993; Luine et al., 1993, 1994; Arbel et al., 1994;
Bodnoff et al., 1995; Conrad et al., 1996; Krugers et al., 1997; Belanoff et al.,
2001; Roozendaal et al.,, 2001; Roozendaal, 2003). De modo geral, a
elevagdo nos niveis circulantes de corticoesterdides induz diminuicdo da
retencdo da memodria, o que diretamente afeta a formacdo de memoria de
longo prazo (Roozendaal, 2003). Assim, no presente estudo foi avaliado se
niveis circulantes de cortisol elevados cronicamente afetam a retencdo da RC
na truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss. A RC usada foi a resposta de
estresse, que foi avaliada em termos de elevagdo do cortisol e glicose,
pardmetros bem estabelecidos como indicadores do estresse em peixes
(Barton, 2002).

O presente estudo foi conduzido em trés diferentes etapas. Na
primeira, uma vez que Moreira et al. (2004) utilizou trutas em agrupamentos
sociais, procurou-se confirmar inicialmente se o0 mesmo tipo de
condicionamento ocorria em trutas mantidas em isolamento social. Na
segunda, a elevagdo cronica dos niveis plasméaticos de cortisol foi realizada
por implantagdo intra-peritonial de uma fonte exdégena de cortisol,
determinando-se a concentracdo de cortisol adequada para elevar esse
hormbénio por tempo suficiente para a conducdo do estudo de
condicionamento. A concentracdo adequada foi considerada a que permitia a
elevagdo plasmatica de cortisol frente ao estressor, mesmo com a linha basal
desse hormoénio ja elevada pela aplicacdo exégena. Na ultima fase, testou-se
o efeito do cortisol na RC, com o implante de cortisol feito antes do periodo

de condicionamento (pareamento entre os estimulos EC-EN).
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Etapa 1: condicionamento de estresse em trutas arco-iris em isolamento

social.

O objetivo desta etapa foi avaliar se trutas mantidas socialmente isoladas
apresentam resposta de estresse como RC. Um total de quatro experimentos

foi realizado até se chegar a um modelo adequado.

Experimento 1

Métodos e resultados

Trinta trutas arco-iris provindas do estoque do CEH (Centre for
Ecology and Hydrology, Windermere, Inglaterra), peso médio de 478,1 g +
80,2 g, comprimento total de 33,2 cm + 2,3 cm, sexualmente imaturas, de
ambos os sexos e idade de 2 anos, foram mantidas em isolamento social em
aguarios de vidro (30 cm x 30 cm x 50 cm). Cada aquério recebia fluxo
constante (10 I/min) de agua do lago Windermere, U.K. A iluminacdo dos
aguarios foi com lampadas fluorescentes tipo luz do dia, com fotoperiodo das
06:00 h as 18:00 h. Todos os lados verticais dos aquarios foram cobertos
com cartolina branca de modo que o0s peixes ndo tivessem contato visual
com o pesquisador e com 0s outros peixes, evitando a associacdo do EN
com outros estimulos além do EC proposto. Antes da experimentacdo o0s
peixes foram alimentados trés vezes por semana. Dez dias foram dados aos
peixes para ajustarem-se a essas condi¢cdes dos aquarios experimentais.

Apos isso, o EC foi pareado por 10 dias com o estressor, confinamento por
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restricdo de espaco (EN). Entdo, no 11° dia se avaliou se o EC era capaz de
induzir uma resposta de estresse sem a presenca do EN. O EC usado foi o
ligar da aeracdo por 1 min. O EN consistiu de um periodo de 30 min de
confinamento por restricdo de espacgo, realizado pelo abaixamento de uma
tela que tornava impossivel ao peixe transpoé-la, limitando sua movimentacao
a 10 cm de altura do espaco do aquario a partir do fundo.

Cinco tratamentos foram realizados (n = 6 peixes cada): 1) controle,
sem manipulacdo ou estresse imposto aos peixes; 2) EC, o sinal (ligar a
aeracao por 1 min) foi apresentado diariamente durante 10 dias consecutivos;
3) EN1o, 0s peixes foram confinados diariamente, exceto no 11° dia (coleta de
sangue); 4) ENji, 0s peixes eram confinados diariamente incluindo o dia da
coleta de sangue; 5) condicionamento, os peixes foram condicionados por 10
dias (pareamento EC-EN).

No 11° dia foi feita a coleta de sangue dos animais, de acordo com as
respectivas condigdes experimentais. Assim, nesse dia o EC era apresentado
no grupo condicionamento sem a imposi¢cao do confinamento (EN). O grupo
EC também recebia o sinal da aeracdo. Exatamente 30 min apds a
apresentacao desse sinal o sangue dos peixes era amostrado nos grupos EC
e aprendizado. Os grupos EN e controle ndo recebiam a imposicao de
qgualquer manipulacdo ou estresse, enquanto que os peixes do grupo ENi;
foram amostrados imediatamente apds a imposi¢cado do EN. Para a coleta de
sangue, os peixes foram capturados com uma rede e imediatamente
transferidos para baldes contendo anestésico (2-fenoxietanol, 10 mL/ 5L de
agua). Apos sedacdo completa, o sangue foi coletado por pungdo no sino

branquial utilizando-se seringas heparinizadas. Apos esse procedimento, 0
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peso e o comprimento dos peixes foram aferidos e entdo os peixes foram
sacrificados por contusdo cefalica para determinacdo do sexo. Apés
centrifugar o sangue a 3500 rpm durante 5 min, o plasma foi coletado e
mantido congelado até o momento das analises laboratoriais a - 70°C.

Os dados do presente experimento foram comparados utilizando-se
teste de ANOVA para experimentos completamente casualizados. Na figura 1
estdo representados os dados médios (xDP) obtidos. Nenhuma diferenca
estatistica foi observada para os niveis plasmaticos de cortisol entre os
grupos experimentais (Fu.5) = 0.799; P = 0,537).

O presente resultado indica que o EN utilizado né&o foi eficiente para
induzir elevacdo dos niveis plasmaticos de cortisol. Dessa forma, qualquer
associacao entre EC e EN nao pode ter sido detectada ao avaliarem-se os
niveis plasmaticos de cortisol. Baseado nesses dados, um novo experimento
foi delineado procurando-se testar um outro estressor (EN) para a inducéo do

estresse.
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Figura 1. Resposta de estresse condicionada na truta arco-iris. Nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada entre os valores médios
(+DP) dos diferentes tratamentos (ANOVA; Fu.s = 0.799; P =
0,537). Estimulo condicionado (EC) = ligar aeracao; estimulo

nao-condicionado (EN) = confinamento.
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Experimento 2

Métodos e resultados

Trinta trutas arco-iris provindas do estoque do CEH, peso médio de
481,3 g + 67,3 g, comprimento total médio de 33,6 cm = 1,2 cm, sexualmente
imaturas, de ambos os sexos e idade de 2 anos, foram alojadas em tanques
de fibra de plastico opaco (70 cm x 40 cm x 40 cm) situados exteriormente ao
laboratério. Cada tanque recebia fluxo constante de 10L/min de agua do lago
Windermere (Inglaterra); possuia uma tampa evitando qualquer contato dos
peixes com o0 pesquisador, evitando a associacdo do EN com outros
estimulos além do EC e estava submetido a iluminagdo natural. Antes da
experimentagédo, os peixes foram alimentados trés vezes por semana. Dez
dias foram dados aos peixes para ajustarem-se as condigbes dos tanques
experimentais. Apos isso, o EC foi pareado com o estressor, confinamento
por restricdo de espaco pela diminuicdo do nivel de agua do tanque (EN),
durante 15 dias consecutivos. Entéo, no 16° dia avaliou-se se o EC era capaz
de induzir uma resposta de estresse sem a presenca do EN. O periodo de
condicionamento foi estendido para aumentar a possibilidade do aprendizado
da associacdo EC-EN. O EC foi alterado também, substituindo-se o ligar da
aeracdo por 1 min pela interrupcao por 5 min do fluxo de agua que entrava no
tanque. Essa alteracdo foi necessaria, pois 0 experimento estava sendo
conduzido em tanques externos, o que dificultaria a automatizacdo com
sistemas elétricos. Esse novo EC foi 0 mesmo utilizado com sucesso para
condicionar as trutas em cardumes (para detalhes ver Moreira et al., 2004). O

EN foi um periodo de 30 min de confinamento por restricdo de espaco,
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realizado pela diminuicdo do nivel de 4gua do tanque, de ~ 25 cm até ~ 2 cm
de profundidade, produzida rapidamente pela liberacdo da agua pelo cano de
escoamento (J =5 cm).

Cinco tratamentos foram realizados (n = 6 peixes cada): 1) controle,
sem manipulacdo ou estresse foi imposto aos peixes; 2) EC, o sinal
(interrupcdo do fluxo de agua que entrava no tanque) foi apresentado
diariamente durante 15 dias consecutivos; 3) ENjy, 0s peixes foram
confinados diariamente exceto no dia da coleta de sangue; 4) ENy;, 0s peixes
foram confinados diariamente incluindo o dia da coleta de sangue; 5)
condicionamento, os peixes foram condicionados por 15 dias (pareamento
EC-EN).

No 16° dia foi feita a coleta de sangue dos animais, de acordo com as
respectivas condicdes experimentais. Assim, nesse dia o EC era apresentado
no grupo condicionamento sem a imposi¢cado do confinamento (EN). O grupo
EC também recebia o sinal. Exatamente 30 min ap0s a apresentacdo do
sinal, o sangue dos peixes era amostrado em ambos os grupos EC e
condicionamento. Os grupos ENjo e controle ndo recebiam a imposicao de
gualquer manipulacdo ou estresse. JA 0s peixes do grupo ENj;; foram
amostrados imediatamente apos a imposicédo do confinamento.

Para a coleta de sangue, os peixes foram capturados com uma rede e
imediatamente transferidos para um balde contendo anestésico (2-
fenoxietanol, 10 mL/ 5L de agua). ApOs sedacdo completa o sangue foi
coletado por puncdo no sino branquial utilizando-se seringas heparinizadas.
ApoOs esse procedimento, o peso e o comprimento dos peixes foram aferidos

e entdo os peixes eram sacrificados por contuséo cefalica para determinacéo
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do sexo. Apo6s centrifugar o sangue a 3500 rpm durante 5 min, o plasma foi
coletado e mantido congelado (-70°C) at¢é o momento das analises
laboratoriais.

Os dados do presente experimento foram comparados utilizando-se
teste de ANOVA para experimentos completamente casualizados,
complementado por teste HSD de Tukey. Na figura 2 estéo representados 0s
dados meédios de cortisol plasmético, dos quais o grupo EN;; foi
estatisticamente maior quando comparado com 0s niveis dos outros grupos
remanescentes que, por sua vez, foram estatisticamente similares entre si
(Fa:25) = 23,35; P < 0,0001).

O presente resultado mostra que o EN utilizado foi eficiente para
elevar os niveis plasméaticos de cortisol, corrigindo o problema surgido no
experimento 1. Entretanto, o aprendizado da associacédo entre EC-EN néo se
mostrou evidente. Apesar do EC utilizado, interrup¢céo da entrada do fluxo de
agua no tanque, ter sido eficiente no estudo previamente realizado por
Moreira et al. (2004) em cardumes de truta, no presente experimento
utilizando-se trutas isoladas tal sinal ndo foi eficaz. No estudo de Moreira et
al. (2004), a interrupcao no fluxo de agua pode néo ter funcionado como um
sinal direto. Por exemplo, ao interromper o fluxo de agua as trutas que
nadavam contra a correnteza no tanque perdiam a formacédo de cardume.
Entdo, € possivel que a perda dessa formacdo de grupo tenha sido o EC.
Essa possibilidade explicaria porque as trutas em isolamento nao
aprenderam a associacdo de estimulos proposta (EC-EN). Baseado nessa
suposicdo, um novo experimento foi delineado utilizando um sinal (EC)

admitido como mais evidente para as trutas.
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Experimento 3

Métodos e resultados

Dezoito trutas arco-iris provindas do estoque do CEH, peso médio de
490,7 g £ 89,1 g, comprimento total de 34,8 cm + 1,4 cm, sexualmente
imaturas, de ambos 0s sexos e idade de 2 anos, foram alojadas nos tanques
experimentais, em condicdes similares as do experimento anterior. Antes da
experimentacdo os peixes foram alimentados trés vezes por semana. Dez
dias foram dados aos peixes para ajustarem-se as condi¢bes dos tanques
experimentais. Os peixes foram submetidos a procedimentos de
condicionamento similares aos descritos no experimento anterior. Contudo, 0
periodo de condicionamento utilizado foi reduzido para 10 dias. O novo EC
utilizado foi a emissédo de um jato d’agua através de uma pequena abertura
circular na superficie da tampa (< = 3 cm) em direcdo a superficie d"agua do
tanque durante 15 s.

Neste experimento, apenas trés tratamentos foram realizados (n = 6
cada): 1) EC, o sinal (jato d’agua) foi apresentado diariamente durante 10
dias consecutivos e no 11° dia o sangue era amostrado 30 min apds a
apresentacdo desse sinal; 2) condicionamento 30, os peixes foram
condicionados por 10 dias (pareamento EC-EN) e no 11° o EC era
apresentado sem a imposi¢cao do confinamento (EN) aos peixes desse grupo
e exatamente 30 min apds a apresentacao do sinal o sangue dos peixes era
amostrado; 3) condicionamento 60, os procedimentos foram similares aos do
grupo anterior, porém o sangue dos peixes foi coletado 60 min apds a

apresentacdo do sinal. Neste experimento o0s niveis de cortisol foram
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avaliados 30 e 60 min apds a apresentacdo do sinal porque se aventou a
possibilidade da resposta das trutas ao EC ter pico em um momento diferente
de quando o estressor esta realmente presente. Os procedimentos para
coleta de sangue, processamento das amostras, biometria e sexagem dos
animais foram como os descritos para o experimento 2.

Os dados do presente experimento foram comparados utilizando-se
teste de ANOVA para experimentos completamente casualizados,
complementado por teste HSD de Tukey. Na figura 3 estéo representados 0s
dados médios de cortisol plasmatico. A resposta no grupo condicionamento
30 foi estatisticamente maior que a do grupo EC e similar ao do grupo
condicionamento 60; além disso, esses dois Ultimos grupos foram
estatisticamente similares entre si (F2.15) = 4,24; P = 0,035).

O presente resultado é sugestivo de que ocorra o condicionamento
pela associacao entre EC-EN, sendo o melhor momento para avaliar essa
resposta 30 min apos a apresentacdo do EC. Com base nisso, para melhor
avaliar esse modelo de condicionamento na truta arco-iris um novo
experimento foi conduzido utilizando-se o delineamento completo (similar ao

experimento 2), contendo todos os controles necessarios.
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Figura 3. Resposta de estresse condicionada na truta arco-iris. Valores

médios (xDP) que ndo compartiham uma mesma letra sdo
estatisticamente diferentes (ANOVA; F@.15 = 4,24; P = 0,035).
Estimulo condicionado (EC) = jato d'dgua; estimulo nao-

condicionado (EN) = confinamento.

42



Experimento 4

Métodos e resultados

Trinta trutas arco-iris provindas do estoque do CEH, peso de 500,9 g +
88,2 g, comprimento total de 34,7 cm = 1,8 cm, sexualmente imaturas, de
ambos o0s sexos e idade de 2 anos, foram alojadas nos tanques
experimentais, em condi¢cbes similares as do experimento 2. Antes da
experimentacédo os peixes foram alimentados 3 vezes por semana. Dez dias
foram dados aos peixes para ajustarem-se as condi¢cdes dos tanques
experimentais. O delineamento experimental foi também similar ao do
experimento 2, mas os procedimentos utilizados para o condicionamento
(EC, EN e dias de pareamento entre EC e EN) foram iguais aos do
experimento 3. Os procedimentos para coleta de sangue, processamento das
amostras, biometria e sexagem dos animais foram similares aos descritos
para o experimento 2. Porém, neste caso, além do cortisol foi também
guantificada a glicose plasmatica nos animais (Método de Trinder, 1969).

Os dados do presente experimento foram comparados utilizando-se
teste de ANOVA para experimentos completamente casualizados,
complementado por teste HSD de Tukey. Os niveis médios de cortisol
plasmatico dos grupos ENj;; e Condicionamento foram iguais entre si e
maiores quando comparado com 0s niveis dos demais grupos que, por sua
vez, foram estatisticamente similares entre si (Figura 4; Fu.24) = 15,37; P <
0,0001). Nenhuma diferenca estatistica foi observada quando considerados

0s niveis plasmaticos de glicose (Figura 5; Fa.25) = 1,199; P = 0,34).
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Esses resultados confirmam que o EC utilizado n&o foi um estressor
por si s6, mas que evocou a RC ap6s periodo de condicionamento
(pareamento entre EC-EN). Porém, tal efeito ocorreu apenas na quantificacao
do cortisol plasmético, mas ndo da glicose sangiinea. Assim, confirma-se
gue o modelo testado para condicionamento pavloviano nas trutas arco-iris
em isolamento social foi adequado, como previamente demonstrado para o
peixe tilapia-do-Nilo (Moreira & Volpato, 2004). Com isso, pode-se seguir a
investigacdo para se avaliar a participagdo dos niveis de cortisol na memoéria
da truta arco-iris. A seguir, procurou-se determinar a concentracao adequada

de cortisol exdgeno a ser implantado nos peixes.
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Figura 4. Resposta de estresse condicionada na truta arco-iris. Valores

médios (xDP) de cortisol plasmatica que ndo compartilham uma
mesma letra séo estatisticamente diferentes (ANOVA; Fu.os) =
15.37; P < 0,0001). Estimulo condicionado (EC) = jato d'agua;

estimulo ndo-condicionado (EN) = confinamento.
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Figura 5. Resposta de estresse condicionada na truta arco-iris. Os valores

médios (xDP) de glicose plasméatica ndo foram estatisticamente

diferentes (ANOVA; Fu.24) = 1,199; P = 0,34).
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Etapa 2: testando o implante de cortisol

Nesta etapa foi avaliada a concentracdo de cortisol ideal a ser
implantada nas trutas para futuros testes do efeito da elevagao cronica dos
niveis plasmaticos de cortisol na RC. A concentracdo adequada foi
considerada aquela que permitiu detectar resposta de estresse nos peixes,
em termos de elevacdo plasmética de cortisol, mesmo que esses ja
possuissem a linha basal dos niveis plasmaticos de cortisol elevada. Um total
de dois experimentos foi realizado até obtermos uma concentracao
adequada. A estratégia basica desses experimentos foi implantar intra-
peritonialmente o cortisol nos peixes e avaliar semanalmente os niveis de
cortisol basais e apds confinamento.

Num primeiro experimento, observou-se que nas concentragdes
utilizadas (30, 60 ou 120 mg de hidrocortisona/mL de 6leo de coco) houve
desenvolvimento de doencas e alta mortalidade, o que sugere estado de
imunosupressdo, uma caracteristica dos efeitos crénicos do cortisol (Barton,
2002). Além disso, a reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal néao
foi evidente, ndo estando de acordo com as caracteristicas necessarias para
os implantes, como dito anteriormente. As concentracdes utilizadas foram
demasiadamente elevadas para serem utilizadas nos outros testes e um novo
estudo para determinacdo da concentracdo ideal do implante foi necessario.
A seguir serdo relatados apenas os resultados do teste do implante que foi

bem sucedido.
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Métodos e resultados

Foram utilizadas 33 trutas arco-iris provindas do estoque do CEH,
peso de 519,4 g £ 124,9 g, comprimento total 35,8 cm + 2,4 cm, sexualmente
imaturas, de ambos 0s sexos e idade de 2 anos. Vinte e sete dessas trutas
receberam cortisol exdégeno (n = 21) ou veiculo (Sham, n = 6) e as demais
permaneceram sem implante. Todas foram alojadas nos tanques
experimentais em condi¢cfes iguais as utilizadas na Etapa 1.

A fonte de cortisol exégena foi obtida misturando-se a quantidade
desejada de hidrocortisona (sigma, CAS# 50-23-7) em 0Oleo de coco (veiculo;
sigma, CAS# 8001-31-8). Trés diferentes concentracbes de cortisol foram
testadas (n = 7 peixes cada): 4 mg/mL, 8 mg/mL e 16 mg/mL. No grupo Sham
0s peixes receberam 1 mL de veiculo (6leo de coco). Para a implantacdo, os
peixes foram previamente anestesiados (2-fenoxietanol, 10 mL/ 5L de agua)
e 1 mL da solucdo de cortisol foi aplicado através de uma pequena inciséo
abdominal. Os procedimentos para coleta de sangue e estocagem do plasma
e afericdo das medidas biométricas e sexagem foram como descrito na Etapa
1.

Os niveis basais de cortisol e glicose entre os diferentes tratamentos
foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA. Os niveis
plasmaticos de cortisol induzidos pela implantacdo foram primeiramente
avaliados no 8° dia apds a implantacdo. Tais valores estdo na Figura 6 e
mostram que apenas o0 grupo 16 mg/mL forneceu uma concentracdo
plasmatica de cortisol estatisticamente maior que a dos controles (Kruskal-

Wallis ANOVA,; P < 0,05).
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Baseado nisso, apenas para os tratamentos controle, sham e 16
mg/mL continuaram a ser avaliados no 14° 21° e 29° dias apés a
implantacdo, quando avaliou-se também os niveis de glicose. Nesse
seguimento, para se avaliar se os peixes implantados com cortisol (16
mg/mL) permaneciam reativos em termos de elevagéo do cortisol plasmatico
frente a estressor, 0os peixes dos grupos Sham e 16 mg/mL foram expostos
ao mesmo estressor (baixamento da agua do tanque), como usado no
condicionamento da Etapa 1 (experimentos 2, 3 e 4). ApGs coleta de sangue
para os valores basais, 0s peixes recebiam esse estressor e 30 min apds
nova coleta de sangue era realizada.

As figuras 7 e 8 mostram, respectivamente, os valores basais de
cortisol e glicose obtidos ao longo do tempo. Nota-se que o cortisol
plasmatico continuou mais elevado no grupo 16 mg/mL. No caso da glicose,
houve uma tendéncia de elevacdo progressiva ao longo do tempo no
tratamento 16 mg/mL, sendo significantemente maior que o0s outros dois
grupos apenas no 29° dia apds a implantacao.

A resposta ao confinamento nos grupos estudados esta expressa na
figura 9. No caso dos niveis de cortisol ou glicose antes e apds confinamento
os tratamentos foram comparados utilizando-se teste de Wilcoxon, enquanto
gue os niveis basais desses parametros entre os grupos Sham e 16 mg/mL
foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney. Observa-se que o
confinamento induziu elevagdo dos niveis de cortisol e glicose em
comparacdo a situacdo pré-exposicdo ao estressor para ambos 0sS
tratamentos em todos os dias de amostragem, exceto para 0s niveis de

cortisol do tratamento 16 mg/mL no 21° dia. Considerando essa excecdo do
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21° dia, elaborou-se andlise de “cut-off” para os valores de cortisol, conforme
descrito em Moreira et al. (2004), classificando-se individualmente os peixes
como “estressados” ou “ndo estressados”. Dessa andlise, constatou-se que a
relacdo “estressados”:“ndo estressados” foi de 6:1, 52 e 6:1,
respectivamente nos dias 14, 21 e 29.

No conjunto, os resultados indicam que o implante de 16 mg/mL nao
aboliu a reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal ao estresse.
Assim, considerou-se essa concentragdo de implante adequada para o teste
dos efeitos de cortisol na RC em trutas arco-iris, o que foi feito no

experimento a seguir.
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Figura 6.

Efeito de implante de hidrocortisona nos niveis plasméaticos de
cortisol na truta arco-iris 8 dias apds aplicacdo desse implante.
Valores médios (xDP) de cortisol plasmatico que né&o
compartilham uma mesma letra sdo estatisticamente diferentes

(Kruskal-Wallis ANOVA; P < 0,05).
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Etapa 3: efeitos do cortisol na resposta de estresse condicionada

em trutas arco-iris

Métodos e resultados

Trinta trutas arco-iris provindas do estoque do CEH, peso médio de
553,1 g £ 119,2 g, comprimento total de 37,1 cm + 2,1 cm, sexualmente
imaturas, de ambos o0s sexos e idade de 2 anos, foram alojadas conforme
descrito na Etapa 1.

Basicamente, foram repetidos os mesmos procedimentos realizados
no experimento 4 da Etapa 1 para o condicionamento, mantendo-se 0 mesmo
EC e EN e o mesmo tempo de condicionamento (10 dias). Quatro
tratamentos experimentais foram conduzidos (n = 8 peixes cada): 1) Controle
Sham, os peixes receberam o implante sham (apenas o veiculo — Oleo de
coco) e nao foram condicionados; 2) Controle Cortisol, os peixes receberam o
implante de 16 mg/mL de cortisol e também ndo foram condicionados; 3)
Condicionamento Sham, os peixes receberam o implante sham e foram
submetidos a 10 dias de condicionamento; 4) Condicionamento Cortisol,
peixes implantados com 16 mg/mL de cortisol foram submetidos a 10 dias de
condicionamento. O sangue de todos os peixes foi amostrado no primeiro dia
apos o término do condicionamento (no 11° dia) e posteriormente no 5°, 9°,
13°, 21°, 27° e 35° dias. Como realizado no experimento 4 da etapa 1, apos o
condicionamento o EC era apresentado sem a imposi¢cdo do confinamento

(EN) aos peixes dos grupos com condicionamento (Condicionamento Sham e
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Condicionamento Cortisol) e 0 sangue coletado exatamente 30 min apés a
apresentacdo desse sinal. Os procedimentos para coleta de sangue e
estocagem do plasma e afericdo das medidas biométricas e sexagem foram
como descrito na Etapa 1.

Os resultados de cortisol plasméatico estdo apresentados na figura 10.
Como os grupos implantados com cortisol apresentavam valores basais
maiores que as condicdes Sham (estratégia metodologica para avaliar o
efeito do cortisol na memaria), a analise da RC ndo pode ser feita pela
comparacdo da magnitude dos grupos condicionados (Condicionamento
Sham x Condicionamento Cortisol). Nesse caso, a andlise contemplou
apenas a existéncia ou ndo do condicionamento em cada grupo. Para essa
constatacdo, cada um deles foi comparado com o respectivo controle:
Condicionamento Sham x Controle Sham e Condicionamento Cortisol X
Controle Cortisol. Todas essas comparacdes foram feitas pelo teste t de
Student para amostras independentes.

Observou-se que durante a experimentacdo 0s niveis basais do
controle cortisol foram sempre estatisticamente maiores que 0s niveis do
controle sham (figura 10). Isso confirma que o implante forneceu
eficientemente uma condigao basal de cortisol diferente entre os tratamentos.
Os niveis de cortisol para ambos o0s grupos condicionados foram
estatisticamente maiores que seus respectivos controles na amostragem do
1° dia apds o periodo de condicionamento, indicando a RC em ambas as
condi¢cdes. Embora os niveis de cortisol do grupo condicionamento sham
tenham continuado maiores em relacdo a seu controle até a Ultima

amostragem (no 35° dia apds o periodo de condicionamento), no grupo
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cortisol a RC ndo ocorreu a partir da segunda amostragem (5° dia apos o
condicionamento).

Quanto a glicose plasmética, nenhuma diferenca estatistica foi
observada entre os tratamentos ao longo do experimento (Figura 11). Ou
seja, assim como observado no experimento 4 da etapa 1, esta nao foi

detectada como resposta de estresse em termos de RC em trutas arco-iris.
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Discussao

O presente estudo conclui que a administragdo de cortisol em truta
arco-iris prejudica a recuperagdo mnemonica de uma resposta de estresse
condicionada. Esta é a primeira demonstracdo de um corticosteréide
prejudicando a memodria em um vertebrado ndo-mamifero. No caso dos
mamiferos, tal efeito € bem constatado, como pode ser visto em Dachir et al.
(1993), Luine et al. (1993, 1994), Arbel et al. (1994), Bodnoff et al. (1995),
Conrad et al. (1996), Krugers et al. (1997), Belanoff et al. (2001), Roozendaal
et al. (2001) e Roozendaal (2003). A descricdo desse efeito em peixes €
sugestivo de tratar-se de um fendmeno geral dos vertebrados.

No presente estudo, inicialmente demonstrou-se o condicionamento
pavloviano de uma resposta de estresse em trutas arco-iris mantidas
individualmente em tanques (Etapa 1). Os niveis de cortisol plasmatico
aumentaram significativamente quando apresentado o EC proposto (jato
d’agua direcionado a superficie da dgua do tanque), sem a necessidade da
presenca do EN (confinamento), apdés um periodo de condicionamento de 10
dias (pareamento dos estimulos EC-EN). O EC utilizado nédo foi estressor,
pois sua aplicacdo, mesmo que em dias sucessivos, nao elevou os niveis de
cortisol. A aplicacdo do EN durante 10 dias consecutivos n&o ativou
cronicamente o eixo-HPI, pois 0 plasma amostrado um dia apés esse periodo
de condicionamento ndo tinha niveis elevados de cortisol. Assim, esse
modelo é adequado para testar os efeitos do cortisol nessa RC das trutas. De
outro lado, a glicose nao foi um bom indicador nesse tipo de teste, sugerindo

gue a resposta adrenérgica nesse tipo de reacao ao estresse (RC) possa nao
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estar presente, uma vez que a glicose € um indicador indireto da atividade
das catecolaminas durante estresse agudo (Reid et al., 1992). No entanto,
este aspecto necessita mais investigagoes.

A etapa seguinte deste estudo determinou que a dose de 16 mg/mL foi
a adequada para se induzir elevacdo dos niveis de cortisol para que seu
efeito sobre o condicionamento pudesse ser investigado (Etapa 2). Mais
ainda, nessa etapa demonstrou-se que esses niveis elevados de cortisol ndo
abolem a resposta de elevacao do cortisol frente ao estressor, o que também
era uma condicao necessaria para o seguimento do estudo.

Apés essas padronizacdes, na ultima etapa do presente estudo foi
avaliado o efeito da elevacéo dos niveis de cortisol na retencdo da RC. Tanto
0 grupo cujos peixes receberam implante de cortisol quanto os que sO
receberam o veiculo apresentaram RC 1 dia apds o periodo de
condicionamento. Contudo, a partir da segunda amostragem (5° dia apés o
condicionamento) apenas o0 grupo com cortisol ndo apresentou a RC, o que
mostra que o cortisol diminuiu o tempo de retencao dessa RC.

Apesar desse efeito sobre a memdria, o presente estudo é limitado
para se avaliar em que fase da memoria tal efeito pode ter atuado. A
memoéria é dividida em: aquisicdo, consolidacdo e extincdo. A aquisi¢do é
inferida da recuperacdo de um tragco de memoria (a resposta condicionada,
no caso). Porém, essa recuperacdo pode ocorrer apenas em curto espago de
tempo, ndo tendo ocorrido a consolidacdo. Caso ocorra consolidacdo, a
memoéria perdurard por mais tempo, chegando a atingir a formacdo de
memoéria intermedidria a longo prazo, ou caso 0s tracos tornem-se

permanentes, a memoéria sera de longo prazo. Contudo a memdria pode ser
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extinta, quando os tracos de memoria sdo perdidos. Como o implante de
cortisol foi aplicado antes do periodo de condicionamento, fica impossivel
avaliar exatamente a fase em que o cortisol trouxe prejuizo para a memaria.
Aqui ambos os grupos condicionamento sham e cortisol exibiram a
RC, mostrando claramente que o cortisol ndo afetou a fase de aquisicao da
RC. Por outro lado, 4 dias sem refor¢co da associacdo EC-EN (o intervalo de
tempo entre a primeira e a segunda amostragem de sangue) ja foi suficiente
para extincdo da RC nos peixes com implante de cortisol. Esse aspecto pode
ser considerado por duas hipoteses. Numa delas, o cortisol poderia ter
prejudicado a consolidagédo dessa RC, assim prejudicando a formagédo de
memoria de longo prazo. Na outra, mesmo havendo a consolidagdo da RC, o
cortisol poderia ter facilitado a extingdo da RC apés a retirada do pareamento
EC-EN. Ha estudos abundantes em mamiferos demonstrando efeitos
prejudiciais da elevacdo cronica de glicocorticdides na consolidagdo da
memoéria (Bodnoff et al., 1995; Conrad et al., 1996; Park et al.,, 2001), os
guais nos levariam a considerar mais provavel a primeira hipotese. Contudo,
embora consequéncias negativas da elevagcdo cronica de cortisol em
mamiferos sejam mais frequientes, em alguns tipos de condicionamento,
especialmente sob condigdo estressante, esse hormonio pode melhorar a
consolidagdo da memoria (Conrad et al.,, 1999). Além disso, como
recentemente observado, trutas arco-iris selecionadas para alta reatividade
ao estresse em termos da magnitude dos niveis de cortisol tém extincdo da
RC antes das trutas selecionadas para baixa reatividade (Moreira et al.,
2004), indicando que o cortisol poderia desempenhar algum papel facilitador

na extincdo da memoria em peixes. Isso reforca a segunda hipotese
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levantada acima. No entanto, a adequacdo dessas duas hipoteses ainda

permanece para ser esclarecida em estudos futuros.
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