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RESUMO

Uma emocdo é um estado mental transitério que impulsiona o comportamento adequado frente
aos desafios do ambiente social, desencadeado por estimulos externos que causam mudancas
corporais no sujeito e que podem ser reconhecidas e transmitidas a outros individuos, processo
denominado contagio emocional. O contadgio emocional tem sido estudado em diferentes
espécies, com evidéncias de que ndo ¢ uma habilidade exclusiva dos humanos, mas uma
habilidade evolutivamente conservada entre os animais sociais. Para que um grupo funcione e
sobreviva, os individuos precisam discriminar diferentes estimulos em seu ambiente social e
tomar decisGes répidas, utilizando informacdes de seus coespecificos. No entanto, ainda ndo
estd claro como a informacéo € transmitida entre os individuos de um grupo e quais sdo 0s
mecanismos subjacentes. Devido ao vasto papel da oxitocina na regulacdo de varios aspectos
do comportamento social entre os taxons, particularmente na atribuicdo de saliéncia e
motivacdo da conformidade do grupo, hipotetizamos que no peixe-zebra, a oxitocina também
pode estar envolvida nesses mecanismos. Aqui, usamos uma linha mutante do receptor de
oxitocina (oxtr) para avaliar se 0 contagio emocional no peixe-zebra depende do tamanho do
grupo e se as mudancas na estratégia cognitiva implicam na sinalizagdo da oxitocina. Para isso,
usamos reproducdes de video de peixe-zebra. Nossos resultados demonstraram que 0 contagio
emocional do estresse é exibido pelo peixe-zebra, o que constitui uma capacidade de
aprendizagem social. Além disso, demonstramos que o contdgio emocional tem funcdo
adaptativa e exige estratégias de conformidade social, pois facilita a transferéncia e propagacao
de informagdes sociais, promovendo a sobrevivéncia do grupo. Nossos resultados também

sugerem que esses mecanismos sdo modulados pelo sistema oxitocinérgico.

Palavras-chave: Contagio Emocional, Oxitocina, Conformidade Social, Peixe-zebra, Estresse.



ABSTRACT

An emotion is a transient mental state that drives adequate behavior in the face of the challenges
of the social environment, triggered by external stimuli that cause bodily changes in the subject
and that can be recognized and transmitted to other individuals, a process called emotional
contagion. Emotional contagion has been studied in different species, with evidence that it is
not an ability exclusive to humans, but an evolutionarily conserved ability among social
animals. For a group to function and survive, individuals need to discriminate between different
stimuli in their social environment and take quick decisions, by making use of information from
their conspecifics. However, it is still not clear how information is transmitted between
individuals in a group and what are the underlying mechanisms. Due to the vast role of oxytocin
in regulating various aspects of social behavior across taxa, particularly in the attribution of
salience and motivation of group conformity, we hypothesize that in zebrafish, oxytocin may
also be involved in these mechanisms. Here, we use a mutant oxytocin receptor (oxtr) line to
assess whether emotional contagion in zebrafish depends on the size of the group and if changes
in cognitive strategy implicate oxytocin signaling. For this, we use video playbacks of zebrafish.
Our results demonstrate that emotional contagion of stress is exhibited by zebrafish, which
constitutes a social learning ability. In addition, we demonstrate that emotional contagion has
an adaptive function and it demands social conformity strategies, as it facilitates the transfer
and propagation of social information, promoting the survival of the group. Our results also

suggest that these mechanisms are modulated by the oxytocinergic system.

Keywords: Emotional Contagion, Oxytocin, Social Conformity, Zebrafish, Stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cognicéo social e tomada de decisdo social

Sabe-se que muitas das espécies 0s animais vivem em grupos sociais, pois lhes é
facultado sobreviver, se reproduzir e interagir uns com os outros, fatores que foram
impulsionados pela selecdo natural e que moldaram a evolugéo de seu comportamento social:
ao passo que a vida em grupo pode fornecer melhores condic6es de forrageamento e reducao
dos riscos de predacdo pode também, ser um meio de posicdes de dominancia e competitividade
entre os individuos do grupo (Adolphs, 2001). Portanto, viver em grupo exige dos individuos
uma capacidade de tomar decises imediatas e adaptativas (Platt et al., 2016), pois precisam
interagir com o ambiente em que estdo e também com os diferentes contextos sociais, 0 que
Ihes exige uma adaptacdo de como manifestam seus comportamentos sociais, de modo que
possam evitar interaces que Ihes ocasione mais custos do que ganhos (Oliveira, 2009). Essa
capacidade de adaptacdo dos comportamentos sociais € chamada de competéncia social
(Taborsky e Oliveira, 2012; Teles et al., 2016) que permite que 0s animais possam responder
de forma otimizada a ambientes sociais em constante mudanca e devem estar sob forte pressédo
seletiva (Platt et al., 2016).

A socialidade é uma habilidade complexa que envolve fungdes cognitivas sociais € a
motivacao entre os individuos de um grupo (Ribeiro et al., 2020). As interacdes sociais a saber,
tém um impacto direto que atingem todos os aspectos da vida, desde cortejar um parceiro, gerir
situacBes de conflito e estresse, cuidar da prole, até determinar as atitudes pro-sociais e
empaticas (Donaldson e Young, 2008). O conjunto de recursos cognitivos subjacentes ao
comportamento social e que confere ao individuo a capacidade de reconhecer, manipular e se
comportar diante de estimulos e informacgdes que sdo socialmente relevantes € definido
cognicgdo social, que por meio de sistemas neurais processam e conectam a percepgdo dos
estimulos sociais a motivacdo, emoc¢do e comportamento adaptativo (Adolphs, 2001, 2009).

O desenvolvimento das habilidades cognitivas e comportamentos sociais estdo
intrinsicamente relacionados com a emogéo, pois comunicar o estado emocional de outrem
pode evocar respostas comportamentais adaptativas de outros integrantes do grupo. Essa
capacidade de detectar, avaliar e responder aos estados emocionais dos outros com

comportamentos maleaveis e apropriados ao contexto, ocorre por meio de um processo



designado tomada de decisdo social, que permite aos animais exibirem uma série de
comportamentos sociais que sdo fundamentais para a sobrevivéncia individual e da vida em
grupo (Rogers-Carter e Christianson, 2019).

A emocao, foi ao longo do tempo se constituindo num emanharado de teorias e conceitos
que englobam diversos componentes da reacdo emocional, como expressdes comportamentais
e fisiologia (Cabanac, 2002; Kittilsen, 2013). Partindo de uma perspectiva evolutiva, desde a
proeminente publicagdo de Charles Darwin “A expressdo das emog¢des no homem e nos
animais” que teve grande impacto sobre o papel fundamental das emogdes para a sobrevivéncia
e sua funcgéo social e comunicativa, nos facultou entender as emocgdes e outros estados mentais
de animais e humanos como produtos adaptativos da selecdo natural (Kittilsen, 2013).
Atualmente, a emocdo pode ser descrita por meio de alguns componentes fulcrais: um
componente cognitivo, que incide na capacidade de perceber as proprias emogfes; um
componente autbnomo, o qual inclui as respostas fisiologicas (viscerais e enddcrinas); um
componente comportamental, que implica uma resposta (postura corporal) e por fim, um
componente subjetivo, que esta relacionado a experiéncia emocional / sentimentos (Desire et
al., 2002; Scherer, 2009).

As reacdes emocionais a saber, ttm um aspecto funcional que permite aos animais
evocar ndo apenas comportamentos inatos, mas emitir respostas flexiveis e adaptativas ao
ambiente que estdo e, dessa forma, melhorar sua aptiddo (Scherer et al., 2001). Devemos
considerar que cada emocdo tem uma forma de expressdo e funcionalidade, o medo por
exemplo, incita um estado de vigilancia que prepara o corpo para uma acgéo (lutar ou fugir), mas
que reflete um estado afetivo negativo e seus efeitos repetidos e prolongados pode ter
implicacdes no seu bem-estar (Panksepp, 1998). Por outro lado, ¢ uma emogdo “inteligente”
que busca a resposta comportamental mais adequada para as circunstancias (de Waal, 2011).

O termo “afeto central” (ou estado emocional interno) tem sido amplamente empregado
como um elemento da emocdo, pois reflete os niveis de excitacdo e estado hed6nico do animal,
e da combinacdo entre os estimulos externos com as variagdes do seu estado interno (Russell,
2003). Os animais transmitem o afeto central aos membros do grupo por meio de expressoes
faciais (Sotocinal et al., 2011) e comportamentais que, dependente do contexto, podem incluir
vocalizagOes, sugestivas de angustia causada por separacdo (Marsh, 2018); pistas olfativas, que
podem ser sugestivas de medo; sinais quimicos que mediam as interacdes de vinculo mée-bebé,

comportamentos afiliativos e envolvimento nas brincadeiras (Panksepp, 2005).



A forma como os animais irdo responder aos estimulos sociais afetivos, implica na
capacidade de tomada de decisdo social, processo que resulta de como o cérebro processa esses
estimulos e integra com informacdes de experiéncias passadas e o estado fisiologico interno,
decidindo assim, se irdo se envolver numa determinada interagdo social (Rogers-Carter e
Christianson, 2019). No entanto, hd muitas discussdes acerca de que ambientes sociais
complexos exigem dominios cognitivos e mecanismos neurais especializados, o que tem
levantado debates sobre a associacdo destes mecanismos ao tamanho do cérebro ou ao tamanho
de estruturas especificas engajadas em processos cognitivos sofisticados, respectivamente
(Chittka e Niven, 2009). Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que organismos como
insetos e peixes, sdo capazes de se envolver em comportamentos sociais diversos e complexos
(Bshary et al., 2014; Simons e Tibbetts, 2019), sugerindo claramente, que a expressdo de
comportamentos sociais complexos ndo depende Unica e exclusivamente de um neocdrtex
desenvolvido (Prounis e Ophir, 2020).

Nesse contexto, dada a importancia dessas descobertas sobre a cognicdo social e 0s
mecanismos neurais subjacentes ao comportamento social, que foi identificado um conjunto de
estruturas cerebrais evolutivamente conservadas entre taxons, uma rede cerebral denominada
“rede de tomada de decisdo social (SDMN)” (O'Connell e Hofmann, 2011) (Figura 1). Essa
rede compreende dois circuitos a saber: a rede de comportamento social (SDM) e o sistema de

recompensa mesolimbico.
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A SDM proposta por Sarah Newman, envolve um conjunto de estruturas que séo
responsaveis por regular uma série de comportamentos sociais adaptativos (cortejo, copula,
amamentacdo e cuidado com a prole, comportamentos agonisticos, marcacao territorial, entre
outros), sendo estes comportamentos influenciados pela acdo de esteroides sexuais e
neuromoduladores, responsaveis por modular o padrdo de atividade entre os nds da rede
(Newman, 1999). Essa rede inclui: a area pré-optica (POA), hipotdlamo anterior (AH),
hipotdlamo ventromedial (VMH), substancia cinza periaquedutal (PAG) / cinza central (CC),
septo lateral (LS), amigdala medial (MAMY) e nlcleo do leito da estria terminal (BNST). Essa
rede, inicialmente proposta para mamiferos, foi sendo expandida para répteis (Crews, 2003),

passaros e peixes teledsteos (Goodson, 2005) (Figura 2).
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Figura 2: Rede de tomada de decisdo social (SDMN) e suas estruturas homologas em mamiferos e teledsteos.
Em amarelo estdo representadas as regides da SBN, em azul as do sistema de recompensa mesolimbico e em

verde as regifes que integram ambas as redes. Retirado e adaptado de O'Connell e Hofmann (2011).

A incluséo do sistema de recompensa mesolimbico, proposto por O'Connell e Hofmann

(2011) estdo incluidas seis estruturas: o estriado (Str), nacleo accumbens (NAcc), palido ventral
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(VP), amigdala basolateral (bIAMY), hipocampo (HIP) e area tegmental ventral (VTA). Esse
sistema atuaria com os nds da SDM de forma interconectada e reciproca, de forma a avaliar a
saliéncia, a relevancia da atencéo aos estimulos externos, fornecendo a motivacéo e a valéncia,
a valoracao de uma emocdo (positiva ou negativa) para que o animal possa avaliar e decidir se
ird se envolver em determinada interacdo social (Shamay-Tsoory e Abu-Akel, 2016; Rogers-
Carter e Christianson, 2019; Prounis e Ophir, 2020). Por meio de estudos comparativos,
O'Connell e Hofmann (2012) destacaram a importancia da SDMN e comprovaram que essa
rede € evolutivamente conservada entre os mamiferos e outras espécies, inclusive o peixe-zebra.

A SDMN tem um padrdo conservado de expressdo génica e perfis neuroquimicos
associados, que inclui os neuropeptideos do tipo oxitocina e vasopressina, dois
neuromoduladores importantes que estdo envolvidos na regulacdo de uma variedade de
comportamentos sociais, devido a densidade de seus receptores entre 0s nos da rede (Goodson
e Thompson, 2010; O'Connell e Hofmann, 2012). Recentemente, Geng e Peterson (2019)
associaram outras estruturas cerebrais subcorticais que também estdo envolvidas em diferentes
aspectos do comportamento social, a qual denominaram “cérebro social subcortical” (SSB).
Estdo incluidas no SSB, a rafe dorsal (DR), cerebelo (CB) e habénula lateral (LHb) e suas
estruturas homologas estdo presentes no peixe-zebra. Devido ao seu papel critico no
comportamento social, a oxitocina tem sido utilizada para investigar seu potencial terapéutico
nos distdrbios do comportamento social, nomeadamente relacionados com o SSB, visto que
essas sdo estruturas cerebrais responsaveis para a sobrevivéncia e reproducdo em diferentes

espécies de vertebrados (Geng e Peterson, 2019).

1.2. Reconhecimento de emocdes

Historicamente, as emocdes foram deliberadamente ignoradas em pesquisas de
comportamento animal, pois eram enquadradas numa abordagem estritamente funcionalista,
consideradas apenas para explicar o comportamento em si (de Waal, 2011). Nos Gltimos anos,
gue esse paradigma vem sendo ultrapassado pela neurociéncia cognitiva e afetiva (Anderson e
Adolphs, 2014) e em estudos sobre a consciéncia (Damasio, 1999), devido ao grande interesse
na inteligéncia emocional humana (Goleman, 1995) e na compreensao dos déficits causados
em diferentes condicdes psiquiatricas e afetivas, que o estudo das emogbes em animais comegou

a ser valorizado e paulatinamente explorado.



Embora, atualmente a emocéo seja amplamente estudada em humanos, ainda ndo tem
uma definicdo global (Paul et al., 2020). De acordo com de Waal, uma emocao pode ser definida
como “um estado interno temporario causado por estimulos externos (aversivos ou atraentes),
marcada por mudancas no corpo, mente e cérebro do organismo, as quais podem ser previsiveis
de acordo com a situacdo que o individuo se encontra, de tal modo que se combinam com a
experiéncia individual e com a avaliagdo cognitiva da atual situacéo, preparando-o para uma
resposta comportamental 6tima” (de Waal, 2011). Entretanto, reconhecer € mensurar como as
emoc0Oes sdo vivenciadas pode ser um desafio. Os humanos claramente podem verbalizar
conscientemente sobre suas emogdes e sentimentos, porém, ndo acontece 0 mesmo quando se
trata de animais, pois ndo podem falar o que sentem e como sentem (Paul et al., 2020).

A fim de ajudar a elucidar como as emocbes sdo desencadeadas, experienciadas,
evocadas e compreendidas pelos outros, muitos estudos tém sido realizados com foco no
reconhecimento das emoc¢Oes, nomeadamente, no reconhecimento de expressdes faciais
(Mehdizadehfar et al., 2020). O reconhecimento das emog0es incide na capacidade de codificar
estimulos socialmente relevantes e determinar o estado afetivo do outro e representa um
componente fulcral da cognicéo social (Ferretti e Papaleo, 2018).

Em humanos, paradigmas utilizando tarefas de reconhecimento das emogdes séo
amplamente empregados em condi¢cBes normais e/ou patoldgicas, tais como tarefas de
reconhecimento de faces, que avaliam a capacidade do individuo em identificar as emoc¢6es por
meio de um conjunto de fotografias ou reproducdes de videos que apresentam estimulos
emocionalmente salientes (Dolcos et al., 2020). Um protocolo bem validado neste contexto € o
“Teste Ekman 60-Faces” (EK-60F), um instrumento que avalia o reconhecimento das seis
emocdes basicas (raiva, medo, tristeza, felicidade, nojo, surpresa) (Ekman, 1992) e tem sido
utilizado em uma variedade de condigdes psiquiatricas, neuroldgicas e neurodesenvolvimentais,
tais como autismo, esquizofrenia e doencas neurodegenerativas (Dodich et al., 2014).

Dada a relevancia do potencial terapéutico da oxitocina, muitos estudos tém sido
realizados para avaliacdo dos seus efeitos, por exemplo, no transtorno do espectro do autismo
a administragcdo intranasal de oxitocina promoveu o reconhecimento da emocdo facial e
aumentou a reatividade da amigdala a tracos emocionais faciais, mais precisamente na regiao
dos olhos e boca (Domes et al., 2014), potenciou a saliéncia de estimulos para pistas sociais
(Peled-Avron et al., 2020), melhorou a reciprocidade social e aumentou a atividade cerebral no
cortex pre-frontal medial (mPFC) (Watanabe et al., 2015). A administragdo intranasal de

oxitocina também melhorou o reconhecimento da emogdo facial em adultos jovens com



transtorno de personalidade antissocial (Timmermann et al., 2017) e induziu o reconhecimento
de emocdes e empatia em jovens com déficits socioafetivos (Fragkaki e Cima, 2019).

Em animais, dada a auséncia de linguagem falada, o reconhecimento de emocdes pode
ser avaliado por meio da observacdo da expressdao comportamental, tais como mudancas na
postura corporal, quimiosinais, vocalizagdes e expressdes faciais, sendo estes indicadores do
estado emocional que sdo utilizados por outros animais (Bellegarde et al., 2017). Estudos
realizados com macacos de crista (Macaca nigra) em que foi apresentado uma sequéncia de
videos de um individuo desconhecido se aproximando do outro numa tarefa de escolha livre,
revelaram que eles séo capazes de usar as expressoes faciais dos outros para prever os resultados
futuros da interacdo social (Waller et al., 2016). Um estudo recente demonstrou que cavalos
(Equus ferus caballus) sdo capazes de reconhecer as emocBes humanas por meio do odor
corporal coletados em situacfes de medo e felicidade (Sabiniewicz et al., 2020) e que as
expressdes faciais e a oxitocina durante o aliciamento em cavalos, podem ser consideradas
marcadores de emogdes positivas (Lansade et al., 2018).

O reconhecimento de emocg6es também foi avaliado em cabras leiteiras, em que foram
apresentadas imagens de faces de coespecificos em situacdes negativas (valéncia negativa) e
positivas (valéncia positiva), e foi demonstrado que esses animais apresentaram reagoes faciais
espontaneas a diferentes tipos de imagens, indicando que sdo capazes de discriminar entre uma
situacdo e outra (Bellegarde et al., 2017). Um estudo recente utilizando uma combinacao de
ferramentas genéticas, anatbmicas e comportamentais revelou que a discriminacdo de estados
emocionais negativos e positivos em camundongos é dependente da sinalizacdo da oxitocina e
de suas projecdes do nucleo paraventricular do hipotdlamo para a amigdala central, exercendo
um papel fulcral na discriminacao das emoces tanto em condic@es fisioldgicas normais, como
em condicgdes patologicas (Ferreti et al., 2019).

Diferentes paradigmas comportamentais tém sido utilizados para o reconhecimento da
expressao de emocdes em roedores, demonstrando que esses animais exibem uma variedade de
comportamentos sociais complexos, inclusive, reconhecer o estado emocional de coespecificos
e reagir igualmente, processo denominado contagio emocional (Carrillo et al., 2015) e emitir
comportamentos relacionados & empatia (Bartal et al., 2011). A fim de avaliar de que maneira
esses animais percebem e reagem ao estado emocional dos outros, diversos estudos tém sido
realizados utilizando paradigmas de contagio emocional do medo (Gonzalez-Liencres et al.,
2014) e de dor (Carrillo et al., 2015). Ratos séo capazes de compartilhar estados de medo

guando sdo expostos visualmente (denominado observador) a um companheiro de gaiola



(denominado demonstrador) em situacéo de dor, angustia ou sofrimento. Por exemplo, quando
um rato observa um coespecifico recebendo choques elétricos nas patas, é suficiente para o
desencadeamento do congelamento vicario, um comportamento bem documentado sugestivo
de contagio emocional (Atsak et al., 2011).

Relevantemente, o estudo de Burkett et al. (2016) demonstrou pela primeira vez que
arganazes da pradaria (Microtus ochrogaster) exibem comportamento de consolacdo em
relacdo a coespecifico estressado e que este comportamento é dependente da sinalizacdo de
oxitocina, bem conhecida por modular comportamentos afiliativos. Um estudo recente com
camundongos demonstradores e observadores, utilizando um protocolo de transmisséo social
do medo, revelou que 0 medo observacional assumiu uma correspondéncia de afeto, um
comportamento similar ao de empatia em seres humanos, e que a oxitocina desempenha um
papel importante na transmissdo social do estresse, aumentando a conectividade entre o
hipotalamo, cortex cingulado anterior e amigdala central (Pisansky et al., 2017).

Por outro lado, estudos que avaliem o reconhecimento de emocdes em peixes ainda
permanecem pouco explorados. Um estudo de Oliveira et al. (2017), demonstrou que no peixe-
zebra, os comportamentos defensivos antipredatorios exibidos mediante a exposicdo visual a
predadores, desencadeou as mesmas respostas de estresse em coespecificos observadores,
sugerindo fortes evidéncias de contagio do medo no peixe-zebra. Outro estudo recente
corroborou com esses achados, indicando que o contagio do medo é bem estabelecido no peixe-
zebra e é afetado pela familiaridade (Silva, Leaniz e Luchiari, 2019).

Tomados em conjunto, esses estudos sugerem que o contdgio pode indicar uma forma
de reconhecimento, pois € um mecanismo cognitivo considerado subjacente a processos de
ordem superior, como empatia em humanos. Para separar a habilidade ancestral subjacente ao
reconhecimento das emocOes, estudos com peixes podem ser projetados com base na
aprendizagem associativa, em que a correspondéncia de associacBes emocionais entre 0s
individuos se correlacione uma pista sensorial emocionalmente valenciada (como o estresse,
por exemplo) com uma pista neutra. Essas associacdes permitem que a experiéncia de uma
emocdo individual seja correlacionada com a observacdo da mesma emogdo que estd sendo

expressa por um coespecifico (Heyes, 2018).



1.3. Contégio emocional e transmissao social do estresse

Nos ultimos anos, houve um progresso rumo a uma compreensdo intrinseca dos
processos evolutivos que incitam e permeiam 0s comportamentos sociais entre as espécies e 0S
mecanismos subjacentes que os sustentam (Decety et al., 2016). Devido a expansdo da
neurociéncia social, comportamental e afetiva e com o desenvolvimento e refinamento de
técnicas de imagem, a empatia tornou-se um fendémeno de estudo valioso para 0s neurocientistas
(Meyza et al., 2017; Panksepp et al., 2017).

Historicamente, acredita-se que a empatia evoluiu no contexto do cuidado parental e
remonta a grandes distancias evolutivas, constituindo uma capacidade funcionalmente
importante para a sobrevivéncia e conservada entre as espécies (Decety et al., 2016). No
entanto, devido a complexidade do termo, ainda ndo ha na literatura uma definicdo universal da
empatia, o que tem causado definicbes ambiguas acerca de seus mecanismos (Keum e Shin,
2016). Entretanto, para os autores de Waal e Preston (2017) a empatia pode ser definida como
“a sensibilidade emocional e mental ao estado do outro, desde ser afetado e compartilhar esse
estado até avaliar as razdes para isso e adotar o ponto de vista do outro”. Portanto, essa
capacidade de perceber o estado emocional do outro ativa automaticamente representacoes
neurais compartilhadas, que causa no individuo observador um estado emocional semelhante
(de Waal, 2008).

De uma perspectiva evolutiva, acredita-se que com o aumento da cognicao, as formas
mais simples de correspondéncia emocional evoluiram para formas mais complexas, tais como
teoria da mente (ToM), altruismo e compaixdo, sendo a empatia 0 mecanismo que 0S
fundamenta e os explica (de Waal, 2008; Happé et al., 2017). Desse modo, a empatia €
fundamental para a interacdo social, um substrato motivacional dos comportamentos proé-
sociais, de cuidado e cooperacao entre os membros de um grupo e atua como uma “cola social”
deliberadamente importante para construir e manter as relagdes sociais complexas (Adriaense
et al., 2020).

Se a empatia é uma capacidade conservada entre as espécies de assumir a perspectiva
ou colocar-se no lugar do outro possibilitando compartilhar emocges e sentimentos (de Waal,
2012), compreender como essa capacidade se desenvolveu ao longo da evolugédo e quais 0s
mecanismos subjacentes é de grande valia para o entendimento das relagbes humanas. Seguindo
uma abordagem comparativa, Preston e de Waal (2002) descreveram a empatia como um

fendmeno de multiplas camadas e propuseram um modelo da boneca russa que de forma



organizada, unifica os varios sistemas subjacentes a empatia, nos fornecendo um instrumento
valioso para o estudo da empatia animal e humana.

O modelo da boneca russa de Preston e de Waal (2002) propbe que a empatia é
constituida por varias camadas, as mais internas que formam o seu nucleo, sdo constituidas por
um mecanismo de percepcdo-acdo (PAM) que estabelece a correspondéncia de estados
emocionais entre um individuo observador e seu alvo (Preston e de Waal, 2002; de Waal e
Preston, 2017) (Figura 3). As camadas internas formam a base socioafetiva para as camadas
mais externas, que incluem a preocupacdo empatica e a tomada de perspectiva ou ajuda
direcionada, que dependem de fungbes cognitivas mais complexas, nomeadamente do
funcionamento das regides cerebrais pré-frontais. Por essa razdo, acredita-se que grande parte
dos animais apresentam apenas as camadas internas (Preston e de Waal, 2002; de Waal, 2012;
de Waal e Preston, 2017).

A) B) A Empatia Cognitiva
------ Preocupacao Empatica
Pel ive-
Yaklg arel’ Tomadade . Teoria da Mente (ToM)
targeted helping m
_Ajuda oo Compaixao

Dieionda S8, Altruismo

Empathic 1 . - - - - - Consolagdo

mnlnd Preocupacdo Empatica ----- Anglstia Pessoal

Perception-action Empatia Emocional

mechanism . .
Contagio Emocional

Mimetismo Motor

Figura 3: Representagdo esquematica da evolucdo da empatia. A) Modelo da boneca russa de empatia em
multiplas camadas. Adaptado de de Waal e Preston (2017). B) Terminologias diferentes utilizadas em estudos

da empatia, ver detalhes em (de Waal e Preston, 2017; Pérez-Manrique e Gomila, 2018; Adriaense et al., 2020).

O mecanismo de percepcdo-acdo propBe que O mimetismo motor e o contagio
emocional sdo considerados as formas mais bésicas de expressao da empatia (de Waal, 2008).
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O mimetismo motor (também descrito como contagio comportamental) ocorre quando um
observador copia precisamente o comportamento do demonstrador sem necessariamente copiar
a sua emocao (Nakahashi e Ohtsuki, 2015). Um exemplo bem evidente de mimetismo motor é
0 bocejo contagioso, comportamento bem documentado em seres humanos e outros primatas
(de Waal e Preston, 2016) e que estd intimamente relacionado com o sistema de neur6nios-
espelho (lacoboni, 2009). Outra forma de avaliar o mimetismo motor € por meio da observacao
da linguagem corporal automatica, como também pelas expressdes faciais, que podem ser
percebidas tanto em animais quanto em seres humanos (Bekkali et al., 2020).

O contagio emocional pode ser definido como a correspondéncia imediata do estado
emocional de um agente observador e um demonstrador (Nakahashi e Ohtsuki, 2018) e é
considerado um bloco de construcdo precursor dos niveis posteriores de empatia, como por
exemplo, o comportamento de consolacdo, uma resposta emocional direcionada ao outro que é
impulsionada pelo contagio emocional (Clay e de Waal, 2013) e que foi recentemente descrito
em estudos com roedores (Burkett et al., 2016). O contagio emocional ja foi avaliado e descrito
em estudos diversos com primatas ndo-humanos, roedores e outros mamiferos e também em
passaros (Palagi et al., 2020).

No entanto, para avaliar o contagio emocional os estudos geralmente tém focado em
estados emocionais aversivos e negativos, tais como o medo, a dor e 0 estresse que Sao
desencadeados por respostas comportamentais diversas (Keum e Shin, 2016). Em roedores,
uma resposta comum de medo é o comportamento de congelamento, que pode ser desencadeado
num sujeito observador enquanto assiste um parceiro de gaiola numa situacdo conflitante, como
por exemplo, recebendo choques elétricos nas patas, este comportamento é fortemente
influenciado pelo grau de familiaridade entre os individuos (Gonzalez-Liencres et al., 2014).
Estudos recentes tém utilizado um paradigma de derrota social, também conhecido por
“paradigma de estresse de derrota social vicaria” em que um observador é exposto a
testemunhar um coespecifico sofrendo uma derrota (Carnevali et al., 2020). Essa experiéncia
estressante tem consequéncias fisioldgicas e comportamentais no observador, como a
superativacao do eixo HPA (hipotdlamo-pituitaria-adrenal) e consequentemente, aumento dos
niveis de corticosterona circundante, juntamente com a ativacdo da amigdala e respostas
comportamentais semelhantes ao do individuo demonstrador, sugerindo claramente o contagio
emocional do estresse (Carnevali et al., 2020).

E valido ressaltar que o estresse é desencadeado por estimulos ambientais aversivos que

ameacam a homeostase do organismo, que inclui um conjunto de respostas adaptativas
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fisiologicas e comportamentais que servem para o enfrentamento dos desafios e sobrevivéncia
(Chrousos, 2009). A ansiedade, num sentido amplo, é caracterizada como uma forma
exacerbada de medo e que se apresenta de forma mais difusa. No entanto, podemos considerar
0 medo como um estado interno do sujeito que o prepara para uma acao diante de estimulos
dolorosos ou que preveem um perigo iminente (Gerlai, 2010; Luca e Gerlai, 2012). Esses sdo
conceitos importantes que muitas vezes sdo utilizados como termos sobrepostos ou semelhantes
em pesquisa com animais e essa diferenciacéo € essencial.

Em alternativa aos roedores outros organismos modelo, tal como o peixe-zebra tem sido
utilizado em estudos de contagio do medo e estresse, e foi demonstrado que assim como em
roedores, esse comportamento é afetado pela familiaridade (Oliveira et al., 2017; Silva, Leaniz
e Luchiari, 2019). No peixe-zebra, as principais reacdes de medo sdo desencadeadas pela
visualizacdo direta do predador simpatrico, o peixe folha indiano (Nandus nandus) ou pela
exposicao a substancia de alarme, uma pista olfativa, que é reconhecida por induzir respostas
de medo numa ampla gama de espécies de peixes (Speedie e Gerlai, 2008). Os principais
comportamentos observados sdo a natacdo erratica e a velocidade angular, caracterizadas pelo
aumento de velocidade de nado com movimentos rapidos e desregulares, seguidas de episédios
de congelamento, caracterizado pela imobilidade total dos movimentos, exceto dos olhos e com
ligeiro aumento nos movimentos operculares (Kalueff et al., 2013). Esses comportamentos tém
sido avaliados em laboratério com o auxilio de imagens animadas ou reproducdes de videos e
com o auxilio de softwares de rastreamento de video que pontuam com precisdo as respostas
comportamentais do peixe-zebra a estimulos socialmente estressantes (Gerlai, 2017). Por outro
lado, estudos utilizando esses recursos computacionais que avaliem o comportamento
emocional no peixe-zebra e 0os mecanismos subjacentes, ainda permanecem inexplorados.

Assim como outros animais, 0s seres humanos por exemplo, enfrentam situacdes
estressantes frequentemente por estarem inseridos em um ambiente social complexo, e devido
a sua capacidade empatica estdo sujeitos a reagir emocionalmente ao estresse dos outros, um
fendmeno que tem sido descrito como “contagio emocional do estresse” ou “ressonancia do
estresse” (Enger et al., 2019). Essa capacidade de reagir ao estado do outro tem um valor
adaptativo, que funciona como um “sensor” que tem a fun¢do de transmitir implicitamente as
ameacas entre os individuos, e paralelamente, auxilia na manutencao das relagdes sociais, uma
vez que age motivando o observador a criar estratégias para auxiliar o alvo (Enger et al., 2019;
Yamagishi et al., 2020).
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1.4. Comportamento de grupo: conformidade social e saliéncia

O agrupamento social pode trazer inumeros beneficios e € ubiquo no reino animal,
portanto, compreender como 0S grupos sociais emergem, se organizam, interagem e funcionam
é fundamental para avaliar a natureza do comportamento individual e coletivo (Jolles et al.,
2020). No peixe-zebra, uma espécie que € altamente social, a formagéo dos grupos ocorre pela
expressao de dois tipos distintos de comportamento, um deles é o comportamento de agregacéo,
caracterizado pela preferéncia em ficar proximo de coespecificos, conhecido como
comportamento de cardume (shoaling), e 0 outro, que estd associado a integracdo dos
movimentos coordenados entre os membros do cardume, conhecido como schooling (Gerlai,
2014). No entanto, os grupos podem ser melhor caracterizados pelo padrdo de movimento,
como a polarizacdo, que € caracterizada pelo o nivel de movimentos coordenados dentro do
grupo, e pela coesdo, que se refere o grau de proximidade entre os individuos do cardume
(Gerlai, 2014).

Para o funcionamento do grupo, os individuos precisam tomar decis6es que refletirdo
na manutencdo e sobrevivéncia do grupo. Portanto, as decisdes coletivas podem ser
influenciadas pelas diferencas individuais, uma vez que os individuos diferem uns dos outros
(variacdo fenotipica) e expressam tragos comportamentais proprios de sua personalidade
(Couzin et al., 2011), tais como variacdo nas respostas metabdlicas que estdo associadas com a
capacidade de forrageamento, selecdo de habitat, posi¢oes de lideranca (Metcalfe et al., 2015)
e comportamentos associados a assunc¢do de riscos (Kareklas et al., 2018), caracteristicas que
podem ter consequéncias ecoldgicas e evolutivas (Jolles et al., 2017).

A variacdo fenotipica que é mantida nas col6nias resulta da heterogeneidade individual
intra e intergrupal, desempenhando um papel substancial no comportamento coletivo e,
consequentemente, na modulagdo do ambiente social (Jolles et al., 2017; Jolles et al., 2020).
Relevantemente, Jolles et al. (2020) propuseram uma estrutura para quantificar a variacao
fenotipica por meio de componentes que caracterizam a heterogeneidade individual e que sdo
essenciais para a compreensdo dos mecanismos subjacentes do comportamento coletivo, a
saber: componentes fisiologicos, componentes do funcionamento cognitivo e componentes
comportamentais (Figura 4). Esses componentes compdem a personalidade dos individuos
(Webster e Ward, 2011) e determinam a sua expressao comportamental e, por conseguinte, a

coesao do grupo (Jolles et al., 2020).
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Para além dos efeitos da heterogeneidade individual, ha também os efeitos do ambiente
social que podem moldar as respostas individuais no comportamento coletivo, sendo que as
respostas coletivas do grupo podem emergir por intermédio de mecanismos de conformidade
social, ou seja, quando os individuos decidem adotar o comportamento dos seus vizinhos
proximos e conformar-se com o comportamento da maioria (Webster e Ward, 2011; Jolles et
al., 2020). Por exemplo, os cardumes de peixes que conformam suas velocidades de nado
contribuem para a coeséo do grupo (Jolles et al., 2017). Um fator importante no comportamento
coletivo, incide na capacidade de o animal ajustar seu comportamento de um contexto para o
outro, pois indica alta plasticidade comportamental e favorece a adaptacdo a condicOes

ambientais instaveis (Couzin et al., 2011; Jolles et al., 2020).
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Figura 4: Componentes de quantificacdo da heterogeneidade individual, sua fungdo no comportamento coletivo

e efeitos associados. Retirado de Jolles et al. (2020).

Por outro lado, o comportamento coletivo coordenado exige a transferéncia rapida de
informacdes entre os individuos do grupo que depende de uma rede de comunicacao pela qual

0 comportamento se propaga (Rosenthal et al., 2015). Por exemplo, na presengca de um
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predador, um sinal de alerta deve ser emitido para que outros individuos do grupo percebam a
ameaca. Portanto, a transmisséo das informacgdes no grupo social depende de um processo
denominado contagio social, que facilita que a informacdo seja captada mais rapidamente
(Rosenthal et al., 2015). No entanto, a propagacao dos comportamentos na rede social demanda
de estratégias de conformidade social entre os individuos do grupo, e esses comportamentos
socialmente “transmissiveis” implica em contagios comportamentais complexos, pois envolve
habilidades do processamento cognitivo (Somveille et al., 2018; Firth, 2020).

Assim como os animais agem em conformidade dentro do grupo, 0s humanos sao
fortemente influenciados pelo ambiente social em que os comportamentos, atitudes e opinides
dos outros podem interferir na conduta e decisfes pessoais, inclusive pode afetar o
processamento cognitivo (Trautmann-Lengsfeld e Herrmann, 2014). A influéncia dos outros
nas decisdes pessoais pode assumir diferentes formas do comportamento conformista, que sob
a Gtica da psicologia social pode ocorrer de duas maneiras distintas: quando as pessoas adaptam
seus comportamentos para serem socialmente aceitos num determinado grupo (conformidade
normativa) ou quando acatam as opiniGes do grupo como uma fonte de informacdo e
conhecimento (Stallen e Sanfey, 2015). Nesse contexto, que a neurociéncia com o auxilio da
neuroimagem tem desprendido grande esforco para a compreensdo dos mecanismos
subjacentes que impulsionam a conformidade social (Stallen e Sanfey, 2015).

Para que um grupo funcione harmonicamente é preciso que haja entre 0s seus
integrantes uma vontade de cooperar uns com 0s outros como também, a capacidade de agir em
conformidade com as regras e se adaptar as preferéncias e opinides predominantes no grupo,
ao fazer isso os integrantes se beneficiam, garantem a coesao do grupo e evitam conflitos (de
Dreu e Kret, 2016). Nesse sentido, devido a relevancia da oxitocina no comportamento social,
estudos tém demonstrado que a oxitocina intranasal estimula a conformidade do grupo (Stallen
et al., 2012) e tem potencial terapéutico para tratamento de uma variedade de psicopatologias e
transtornos humanos em que os individuos apresentam dificuldades de se adaptar e se
conformar com as regras sociais, apresentam confianca e capacidade empatica reduzida e tém
dificuldades de codificar expressdes emocionais e manter lacos afetivos, tais como autismo,
esquizofrenia e transtornos borderline, por exemplo (de Dreu e Kret, 2016).

Por outro lado, no contexto das relacbes de grupo ha evidéncias de que os efeitos da
oxitocina podem depender do contexto social e também de caracteristicas interindividuais, tais
como tracos de personalidade, género e condicdes psicopatoldgicas (Shamay-Tsoory e Abu-

Akel, 2016). De acordo com essa visdo, foi recentemente descrito a “hipotese da saliéncia

15



social”, que enfatiza a agdo da oxitocina na tomada deciséo social e seu efeito modulador na
saliéncia a pistas sociais emocionalmente valenciadas (positivas ou negativas), essa hipétese
foi elaborada para melhor compreender os efeitos da oxitocina na cognicdo social (Shamay-
Tsoory e Abu-Akel, 2016; Ramsey et al., 2019).

Consoante com essa ideia, Pehlivanoglu et al. (2020) elaboraram um método conceitual
denominado “Modelo Trifasico de Oxitocina (TRIO) ’que relevantemente propde que a agéo
modulatoria da oxitocina ocorre em trés fases de processamento: estagio de percepcao (laténcia
curta), a oxitocina age aumentando a percepc¢ado para estimulos salientes (sociais e ndo sociais)
que requerem atencdo imediata; estagio de selecdo (laténcia média), neste estagio a oxitocina
agiré direcionando a atengdo para estimulos preferencialmente sociais, geralmente associados
a valéncia e excitacdo emocional e, finalmente, o estagio de avaliacdo (laténcia longa) que os
efeitos da oxitocina sdo focados em estimulos motivados e no processamento cognitivo de
ordem superior (Pehlivanoglu et al., 2020).

A hipotese da saliéncia social da oxitocina tem sido uma estrutura valiosa para a
compreensdo das acdes pro-sociais na cognicdo social em seres humanos e outros animais,
incluindo peixes teledsteos (Ramsey et al., 2019). Por exemplo, no peixe ciclideo
Neolamprologus Pulcher, a isotocina aumentou a saliéncia dos estimulos sociais agindo para
desviar a atencédo de estimulos ndo sociais (Reddon et al., 2012) e aumentou a evitacdo de peixes
fémeas em relagdo aos machos em um sistema de acasalamento coercitivo, apoiando a
conservacdo da hipdtese da saliéncia social e seu papel importante no desenvolvimento da
cognicdo social (Ramsey et al., 2019).

Resumidamente, a deteccdo e transferéncia de informacoes sociais dentro de um grupo
pode envolver dois mecanismos, a saliéncia que é um processo atencional que esta intimamente
relacionado a capacidade de filtragem de estimulos salientes (Shamay-Tsoory e Abu-Akel,
2016), que essencialmente caracteriza a forca de um estimulo implicando em aumentos
absolutos na forca do sinal, e o outro a conformidade, que esta relacionada ao consenso de
decisdes sociais coletivas (Sumpter, 2006). A conformidade social é caracterizada por aumentos

proporcionais na forga do sinal e pode ser considerada um tipo de saliéncia.

1.5. Oxitocina: neuropeptideo modulador do comportamento social

Os neuropeptideos oxitocina e vasopressina estdo intimamente relacionados e surgiram

como importantes reguladores da cognicdo e de um espectro de comportamentos sociais e
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reprodutivos, e que podem atuar juntamente com outros sistemas de neurotransmissores, agindo
central ou perifericamente (Donaldson e Young, 2008; Song e Albers, 2018).
Filogeneticamente, acredita-se que os neuropeptideos evoluiram ap6s a duplicacdo de genes a
partir da molécula ancestral arginina-vasotocina, evento que gerou duas cépias, dando origem
aos peptideos do tipo vasopressina, estando mais envolvida na regulacdo de comportamentos
agonisticos e regulagcdo osmotica, e oxitocina, envolvida na regulagdo de comportamentos
afiliativos e socialidade (Goodson, 2013; Wircer et al., 2016).

Esses neuropeptideos, também conhecidos por nonapeptideos, sdao formados por uma
cadeia de nove aminodcidos, dos quais compartilham sete sequéncias, diferindo apenas em dois
deles, nomeadamente na terceira e oitava posic¢oes (Stoop, 2012; Song e Albers, 2018) e seus
homologos sdo expressos em regides cerebrais de organismos diversos. Desse modo, podemos
encontrar isotocina e vasotocina em peixes 0sse0s e mesotocina e vasotocina em peixes
pulmonados, anfibios, répteis, aves e alguns marsupiais (Donaldson e Young, 2008; Goodson
e Thompson, 2010).

A oxitocina € sintetizada nos ndcleos hipotalamicos paraventricular e supradptico e
liberada na corrente sanguinea pelo lobo posterior da glandula hipofise (Pohl et al., 2019). Os
efeitos periféricos da oxitocina sdo muito bem documentados, durante o parto promovendo as
contracOes uterinas e durante a lactacdo no reflexo de ejecao de leite (Bell et al., 2014), também
pode ser detectada na saliva e urina (Grinevich et al., 2016). No sistema nervoso central a
oxitocina é transportada para vérias regides cerebrais, nomeadamente, as que integram a SDMN
gue expressam seus receptores (oxtr) (Figura 5) atuando como neuromodulador e
desempenhando um papel fundamental nas interagfes sociais, modulando uma ampla gama de
comportamentos sociais, emocionais, atenuacgdo da ansiedade e respostas ao estresse (O'Connell
e Hofmann, 2012; Grinevich e Stoop, 2018; Rogers-Carter et al., 2018).

A sinalizacdo da oxitocina ocorre por meio dos oxtr, que pertencem a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR) no cérebro (Song e Albers, 2018). Nos mamiferos
ha apenas um tipo de oxtr, enquanto que em peixes teledsteos ha dois tipos, dado ao processo e
duplicacdo génica, sendo oxtr e oxtrl, respectivamente (Nunes et al., 2020). Em arganazes da
pradaria (Microtus ochrogaster) uma espécie monogamica altamente social, 0os oxtr sdo
enriquecidos em regides importantes da SMDN, destacando um papel fundamental na cognigéo
social, na modulacdo de comportamentos e especificos da espécie, como apego e ligacdo de
pares (Johnson e Young, 2015; King et al., 2016). Estudos recentes tém demonstrado que em

arganazes da pradaria machos, os oxtr modulam uma rede neural de saliéncia social, associando
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a saliéncia e a valéncia aos estimulos sociosensoriais e promovendo a aprendizagem social
(Johnson et al., 2017).

OTR expression in mesolimbic social and reward area

A Teleosts @ B Birds songbirds

vocal auditory

/ input
A

D Primates rhesus monkeys,

titi monkeys,
@ marmosets

visual
input

Areas of the mesolimbic Other areas possibly
social and reward networks involved in social behavior

----in which OTR expression is influenced by -----
gender and/or species-specific patterns of behavior

Figura 5: Regides cerebrais de expressao dos receptores de oxitocina na SDMN em vertebrados. Retirado de
Grinevich et al. (2016).

Em peixes, a isotocina (homdloga a oxitocina) assim como em roedores, tem
demonstrado desempenhar um papel modulador da discriminacdo social baseada na saliéncia
social e valéncia dos estimulos (Ramsey et al.,, 2019) e aumentar a preferéncia para
coespecificos (Braida et al., 2012). No peixe-zebra, 0s oxtr regulam a preferéncia social (Landin
et al., 2020), o reconhecimento de novidades (memoria social) (Ribeiro et al., 2020) e estdo
envolvidos na regulacdo de mecanismos perceptivos basicos de deteccdo de pistas socialmente
relevantes (Nunes et al., 2020). Estudos utilizando animais diversos tém demonstrado que a
oxitocina influencia os comportamentos maternos de cuidado com a prole e vinculo mée-bebé
(Numan e Young, 2016), reconhecimento social, comportamentos afiliativos (Goodson e

Thompson, 2010) e tem sido responsavel em induzir o comportamento de consolacdo (Burkett
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et al., 2016). A oxitocina também est4d implicada na reducdo das respostas ao estresse e
ansiedade durante as interacGes sociais (Li et al., 2019).

Em humanos, a oxitocina é um importante mediador de comportamentos sociais,
desempenhando um papel fundamental na formacéo de vinculos entre pais e filhos, lacos sociais
afetivos, estd implicada na regulacéo do estresse social e esta eminentemente relacionada com
a mentalizagdo, empatia e altruismo (Hurlemann et al., 2010; Pohl et al., 2019). Estudos
realizados com a administracdo intranasal de oxitocina tém revelado seus efeitos positivos na
percepcdo e reconhecimento emocional de expressdes faciais, contato visual aprimorado,
comportamentos de cooperacdo e defesa dentro e fora do grupo e aumento da conformidade
social (Huang et al., 2015; de Dreu e Kret, 2016; Tillman et al., 2019). Por outro lado, estudos
tém demonstrado que irregularidades no sistema de oxitocina tém implicacdo nos déficits
cognitivos e socioemocionais em diversos transtornos, tais como o transtorno do espectro do
autismo (Lozier et al., 2014), esquizofrenia (Couture et al., 2010), psicopatia (Ali et al., 2009)
e sindrome de Prader-Willi (SPW) (Grinevich et al., 2015).

1.6. Peixe-zebra como organismo modelo

Ao longo do tempo muitos organismos modelo tém sido utilizados no campo das
neurociéncias a fim de melhor compreender e caracterizar os aspectos da cognicao social, do
comportamento socioemocional, transtornos neuropsiquiatricos e seus mecanismos neurais
subjacentes. Os organismos muitos utilizados tém sido primatas ndo-humanos e roedores (ratos
e camundongos) (Sereno e Tootell, 2005; Mantini et al., 2012; Lu et al., 2012). Entre os
primatas ndo-humanos, macacos e chimpanzés por exibirem capacidades e dominios cognitivos
sofisticados, tém sido amplamente utilizados em estudos sobre a modularidade cognitiva,
empatia, altruismo e teoria da mente (ToM), (de Waal, 2007; Adolphs, 2009). Modelos de
roedores, como camundongos e arganazes da pradaria, tém sido frequentemente utilizados em
estudos de contagio emocional da dor, aprendizado do medo observacional, avaliacdo dos
comportamentos pro-sociais e de consolacdo (Keum e Shin, 2016; Burkett et al., 2016). No
entanto, esses organismos podem oferecer algumas desvantagens, por exemplo, pesquisas com
primatas ndo-humanos envolve altos custos e exige um ambiente altamente controlavel, os
roedores possuem um ciclo noturno, que dependendo do tipo de estudo, pode ser uma limitacao,
em neurobiologia por exemplo, para modelar transtornos neuropsiquiatricos humanos pode ser

desafiador pela incapacidade de traducdo da doenca completa nesses animais, visto que muitos
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sintomas e comportamentos observados talvez possam ndo corresponder aos expressos pelos
humanos (Zakowski, 2020).

No entanto, para além dos mamiferos outras espécies surgiram como alternativa na
neurociéncia, como o nematddeo (Caenorhabditis elegans), a mosca da fruta (Drosophila
melanogaster) e o peixe-zebra (Danio rerio) (Kim et al., 2018; Zakowski, 2020). O peixe-zebra,
um pequeno teledsteo de agua doce que nas ultimas décadas vem emergindo como um modelo
potente em diversos campos de pesquisa, tais como biologia do desenvolvimento (Franks et al.,
2018), neurociéncia comportamental e translacional (Qin et al.,, 2014), neurogenética e
neurofarmacologia (Bao et al., 2019), ethorobética (Butail et al., 2013), neurociéncia social
cognitiva (Oliveira, 2013) e ecotoxiologia (Bambino e Chu, 2017).

O peixe-zebra vem ganhando cada vez mais popularidade devido as inUmeras vantagens
que oferece (Figura 6). E um pequeno vertebrado (3-4 cm de comprimento) de facil criaco e
manutencdo de baixo custo, € uma espécie altamente prolifica (uma fémea pode colocar
centenas de ovos a cada ciclo de reproducéo) com fertilizagdo externa e ndo exibem cuidado
parental, ttm um ciclo de desenvolvimento rapido atingindo a idade adulta por volta dos 3
meses de vida (Gerlai, 2012, 2014). Embrides e cérebros transparentes durante a fase inicial do
desenvolvimento, com genoma totalmente sequenciado, com alta homologia fisioldgica,
neuroanatdmica e genética com os seres humanos (Panula et al., 2010) e com o0 avango das
tecnologias de edi¢do de genoma, tais como CRISPR (Hruscha et al., 2013) e TALEN (Clark,
et al., 2013), faz do peixe-zebra uma espécie valiosa em manipulacdes genéticas para modelar
distdrbios cerebrais e doencas humanas para avaliar a relacdo entre 0 comportamento social
com a atividade cerebral (Kalueff, et al., 2014; Tunbak et al., 2020).

O peixe-zebra é uma espécie altamente social (Gerlai, 2010) que expressa uma forte
preferéncia em se agrupar com coespecificos (Landin et al., 2020), tem a capacidade de
discriminar individuos conhecidos e desconhecidos (Madeira e Oliveira, 2017) e vivem em
grupos mistos (cardumes) com hierarquias de dominancia estruturadas (Abril-de Abreu et al.,
2015). A preferéncia de cardume (shoaling) nos peixes-zebra ja é observada em 7 dias pds-
fertilizacdo (dpf) e & medida que véo se desenvolvendo é intensificada (Hinz e Polavieja, 2017).
Similar aos seres humanos, a intera¢do social nos peixes-zebra é mediada pelo sistema visual e
é estabelecida com base em estimulos visuais de seus coespecificos (Dreosti et al., 2015), sendo
0 padrdo de coloracdo um fator determinante no comportamento social e preferéncia de
cardume (Oliveira, 2013).
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Figura 6: Representagdo esquematica das vantagens do peixe-zebra em pesquisa translacional. Retirado de
Mezzomo et al. (2017).

O comportamento de cardume exerce uma funcdo adaptativa, pois pode facilitar a
deteccdo de predadores mais rapidamente, melhorar as estratégias de forrageamento e sucesso
reprodutivo (Gerlai, 2014). Este comportamento pode ser induzido nos peixes-zebras em
laboratdrio por um paradigma denominado teste de preferéncia social, que avalia a motivagédo
do peixe-zebra focal em aproximar-se do coespecifico (Nunes et al., 2020). Estudos utilizando
imagens reais de coespecificos ou imagens animadas por computador de peixes-zebra em livre
movimento e com o auxilio de softwares de rastreamento por video, ttm demonstrado que
apenas a exposicdo a estes estimulos visuais é suficiente para induzir respostas
comportamentais robustas nos peixes-zebra (Qin et al., 2014; Gerlai, 2017).

A utilizacdo dessas ferramentas computacionais também tem sido eficiente para avaliar
as respostas comportamentais de estresse e ansiedade no peixe-zebra. Os principais
comportamentos relativos a ansiedade podem ser observados por um aumento na velocidade de
nado, atividade exploratoria reduzida, geotaxia e timotaxia, definidos como comportamentos
de mergulho para o fundo do tanque e proximidade com as paredes do tanque, respectivamente.
Os comportamentos de estresse sdo caracterizados por congelamento, que incide na cessagao
dos movimentos (exceto olhos e branquias) e pela natagdo erratica, com movimentos rapidos e
desregulares (Kalueff et al., 2013). Esse conjunto de respostas comportamentais séo exibidos

diante de um contexto ameagador com alto risco de predag&o.
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Na neurociéncia social cognitiva (Oliveira, 2013) o peixe-zebra tem sido amplamente
utilizado como modelo excepcional para avaliagdo do comportamento social, pois é uma
espeécie que possui fendtipos afetivos e cognitivos robustos (Gaikwad et al., 2011), apresentam
comportamentos afiliativos (Meyza et al., 2017) e exibem flexibilidade comportamental de
acordo com sua experiéncia social (por exemplo, o efeito vencedor e perdedor) (Oliveira et al.,
2011).

Além de todas as caracteristicas mencionadas, sistemas de neurotransmissores ja foram
identificados no peixe-zebra. Estudos tém demonstrado que o comportamento de cardume do
peixe-zebra esta relacionado aos niveis de dopamina no cérebro (Buske e Gerlai, 2012). Foi
demonstrado que o isolamento social nas fases iniciais do desenvolvimento do peixe-zebra pode
afetar a interacdo social na fase adulta tendo efeitos nos niveis metabélicos de dopamina (Shams
et al., 2017). O isolamento social na fase adulta também tem efeitos nos niveis de serotonina
no cérebro, em que os comportamentos relacionados a ansiedade sdo alterados no peixe-zebra
(Collymore et al., 2015). Um estudo que utilizou o MK801 (antagonista NMDA-R néo
competitivo) mostrou que essa droga prejudicou a consolidacdo e retencdo da memoria do
peixe-zebra (Sison e Gerlai, 2011).

Os neuropeptideos isotocina e arginina-vasotocina participam na regulacdo da
preferéncia social no peixe-zebra (Braida et al., 2012) e a oxitocina reverteu a diminuigédo da
preferéncia social e agressdo induzidas por MK-801 (Zimmermann et al., 2016). Um estudo de
Landin et al. (2020) mostrou que os dois receptores de oxitocina (oxtr e oxtrl) estdo envolvidos
na regulacdo do comportamento social no peixe-zebra nas fases larval e adulta. Relevantemente,
um estudo recente demonstrou que a oxitocina tem um papel organizacional primordial desde
o inicio da vida, responsével por desenvolver a afiliagdo social no peixe-zebra na idade adulta
e pelo desenvolvimento de neurdnios de dopamina (Nunes et al., 2020).

Por outro lado, apesar do avanco de descobertas com espécies de mamiferos, estudos
que abordem o comportamento emocional em peixes ainda sdo escassos na literatura,
representando uma area promissora de investigacdo. Portanto, embora sejam assuntos
desafiadores, sdo de extrema relevancia para a pesquisa translacional, dada a prevaléncia de
transtornos em seres humanos, tais como o autismo, caracterizado por déficits cognitivos,

emocionais e sociais (Meshalkina et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

Como mencionado anteriormente, o reconhecimento do estado emocional do outro é
uma capacidade fundamental que favorece a aprendizagem social, melhora as relacfes
intergrupais e representa um componente fulcral da cognigéo social. Neste trabalho nos
dispomos a investigar de que maneira ocorre a transferéncia de informagGes sociais num
contexto estressante e se existem limiares entre as informacGes que sdo percebidas com as
informacdes para repetir (contagiar) que servem para fins de condicionamento fisico.

Pelo fato de haver evidéncias de que h4 um sistema evolutivamente conservado entre 0s
taxons, nos faculta a possibilidade de explorar se a transferéncia de informag6es sociais neste
contexto é regulada pelo neuropeptideo oxitocina (isotocina em peixes), bem conhecida por
estar envolvida na regulacdo dos comportamentos sociais entre as espécies e por modular
muitos aspectos da cognicdo social. O peixe-zebra é um organismo modelo excelente para
avaliar as questdes mencionadas, pois apresenta respostas comportamentais robustas e possuli
uma natureza de alto rendimento. Além disso, ja existem poderosas ferramentas genéticas
aplicadas ao peixe-zebra, permitindo a geracdo de linhas mutantes que sdo amplamente
utilizados em diversos campos de estudo.

Desse modo, o objetivo principal deste trabalho foi examinar a neuromodulagédo da
transmissdo e reconhecimento de informagdes de estresse social. Para cumprir com esse

objetivo elaboramos as seguintes hipdteses de trabalho:

1. Esses processos dependem da relevancia da informacdo (saliéncia) e / ou 0s

processos de consenso de transferéncia de informacdo (conformidade);
2. Tais processos sdo modulados pelo mecanismo evolutivamente conservado de

sinalizacdo semelhante a oxitocina, implicado no processamento da informacéao

social em peixes e no reconhecimento de valéncia em mamiferos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Peixes e condic¢Oes de alojamento

Utilizou-se peixes-zebra (Danio rerio) adultos (n=50) das linhas WT (oxtr*’*) (n=25) e
mutantes do receptor de oxitocina KO (oxtr ~") (n=25). A mutaco da linhagem foi realizada e
fornecida pelo Instituto Weizmann de Ciéncia (Israel) e o cruzamento e manutencdo dos
animais foram realizados no Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC, Portugal). Os peixes-zebra
foram alojados em grupos de sexo misto e mantidos em um sistema de suporte de vida (SSV)
de recirculacédo de agua (Tecniplast) com fotoperiodo de 14h claro/10h escuro. Os parametros
de qualidade da agua foram controlados: temperatura a 28° C, pH 7,0, condutividade 750 puS,
nitritos (<0,2 ppm), nitratos (<50 ppm) e aménia (0,01-0,1 ppm). Os peixes foram alimentados
duas vezes ao dia (exceto no dia dos experimentos) com alimentos vivos (Paramecium
caudatum e Artemia salina recém-eclodida) e flocos de alimentos secos comerciais (Gemma).
Todas as experiéncias foram realizadas de acordo com as diretrizes e regulamentos cabiveis,
revisados e aprovados pelo Comité de Etica do Instituto Gulbenkian de Ciéncia e ndo envolveu
procedimentos considerados pela legislagdo portuguesa competente (Direcdo Geral de
Alimentacdo e Veterinaria— DGAV).

3.1.1. Geracdo de mutante para o receptor oxtr

A linha de peixe-zebra mutante oxtr (ZFIN ID: ZDB-ALT-190830-1) usada neste
estudo foi gerada utilizando a ferramenta de edi¢do de genoma TALEN (nucleases com efetores
do tipo ativador transcricional) fornecida pelo laboratério do Dr. Gil Levkowitz (Instituto
Weizmann de Ciéncia, Israel). Essa linha de peixes mutantes oxtr vem sendo estudada pelos
pesquisadores do Grupo de Biologia Integrativa do Comportamento do IGC, liderado pelo Dr.
Rui Oliveira, Investigador Principal. A especificacdo dessa linha esta descrita em trabalhos

recentes do grupo (Nunes et al., 2020; Ribeiro et al., 2020).

3.2. Configuracdo comportamental

A configuracdo experimental (Figura 7) utilizada neste estudo consistiu em um tanque

de vidro retangular medindo 50 x 39 x 25 cm. O tanque continha trés compartimentos: uma area
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central maior onde o peixe-zebra focal foi inserido e duas areas externas iguais que foram
delimitadas por duas parti¢des removiveis de acrilico transparente. Em cada lado do tanque
foram acoplados dois monitores de LCD (ASUS LED 23.6" VS247HR) que foram utilizados
para a apresentacdo dos estimulos durante os experimentos. Esses monitores estavam
conectados @ um computador (ASUS ESC300 G4, monitor LCD 24”) que foi utilizado para
controlar a reproducdo e sincronizagdo dos videos. As paredes externas do tanque de teste foram
isoladas por uma cobertura branca opaca, exceto as adjacentes aos monitores. Na parte superior
do aparato foi fixada uma mini cdmera de vigilancia em preto e branco com sensibilidade
infravermelho (Henelec, 300B) posicionada acima do tanque de teste e conectada a um laptop
(HP Pavilion g6) usando um software de gravacao de video. A configuragdo foi iluminada por
luzes de LED infravermelho, ndo interferindo assim na visdo dos peixes, e a fim de aumentar a
qualidade da imagem e otimizar o rastreamento de video que foi realizado subsequente. Toda a
configuragdo foi coberta por uma lona preta para evitar a influéncia de estimulos visuais

externos e durante os experimentos nenhuma pessoa foi autorizada a entrar na sala.

Computador para reprodu¢ao

dos videos nos monitores | Luzes de LED | | Camera Infravermelho|
] -
m = m
T '@
"

g/

Laptop com software

de gravacao de video

Figura 7: Representagcdo esquemética da configuracdo experimental. O tanque foi dividido em trés
compartimentos, uma area central maior e outros dois idénticos, constituidos por particdes removiveis de
acrilico transparente, que foram removidas no periodo de teste de preferéncia. Os monitores de LCD estavam
conectados a um computador que foi utilizado para a reproducéo dos videos de estimulos. Um laptop conectado
a camera infravermelho e ao computador foi utilizado para a gravacdo dos videos. O aparato foi iluminado por
luzes de LED.
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3.3.  Procedimentos experimentais

Os peixes-zebra foram retirados na instalacao de peixes da instituicdo e transferidos para
a sala de gravacéo de videos sempre um dia anterior aos experimentos. Os peixes foram alojados
individualmente em tanques de vidro opacos (10,5 x 10,5 x 10,5 cm) e isolados durante a noite
para aclimatagdo com o ambiente. Os tanques foram preenchidos com a 4gua retirada do sistema
de suporte de vida (SSV) garantindo os padrdes de qualidade da agua e bem-estar dos peixes, a
temperatura da sala foi mantida a 28°C e fotoperiodo de 14h claro/ 10h escuro. O tanque de

teste também foi mantido nas mesmas condigdes.

3.3.1. Teste de Contéagio e Preferéncia Social

No dia seguinte ao isolamento, o peixe-zebra focal (observador), foi inserido no
compartimento central do tanque de teste onde permaneceu por um periodo de 10 minutos para
aclimatacao (Figura 8). Nessa fase de aclimatacéo foi exibido em ambos 0os monitores um video
contendo um background vazio. Passado o periodo de aclimatacao, durante 5 minutos (fase de
observacdo), foi exibido em cada monitor um tipo de video, um deles consistia em um video de
estimulo em que os peixes demonstradores apresentavam comportamentos de estresse (natagcdo
errdtica e congelamento) e comportamento neutro (natacdo regular). O congelamento e a
natacdo erratica sao respostas comportamentais antipredatérias que o peixe-zebra exibe quando
uma ameaca é detectada, seja pela visualizacdo de um predador simpatrico ou pela substancia
de alarme (Speedie e Gerlai, 2008; Kalueff et al., 2013). O outro, consistia em um video de
controle em que os peixes demonstradores apresentavam apenas comportamento neutro, isto €,
nadando na mesma direcao e velocidade. Esses dois tipos de videos (estimulo e controle) foram
exibidos em simultaneo para cada animal de teste durante a fase de observacdo. O video de
estimulo exibiu estresse periddico, ou seja, mudanca entre comportamento neutro e estresse em
um namero absoluto de peixes (saliéncia: 1 <2 <4) ou uma proporg¢ao de peixes (conformidade:
1/4 <2/4 <3/4 <4/4), enquanto na tela de controle 0 mesmo numero de demonstradores foi
exibido, mas todos mantiveram comportamento neutro (Figura 9). O video de estimulo tinha
duracéo total de 5 minutos, visto que os comportamentos de estresse e neutro foram intercalados
a cada 45 segundos até o tempo total do video.

Apos a fase de estimulos, as parti¢des do tanque de teste foram levantadas e o peixe-

zebra observador foi autorizado a explorar a arena pelo periodo de 10 minutos (fase de teste).
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Nessa fase foi exibido um video de controle em ambos os monitores. A ordem de apresentacdo
dos estimulos na fase de observacdo foi randomizada entre os dois monitores e todos 0s
comportamentos foram gravados em video para posterior rastreamento e analise
comportamental offline. Nesse trabalho todos os peixes foram testados igualmente em todas as

condigdes de teste, saliéncia e conformidade e a ordem em que cada peixe foi testado em cada

condicéo foi aleatoria.

FASE DE ACLIMATACAO (10 min.)

| _ Videos em ambos os monitores
4 foi um backgroundvazio.
|4 X \._. _\

e

Vazio
Vazio

FASE DE OBSERVAGAO (5 min.)

==
0

_—

Tela de controle: video com peixe(s)
nadando na mesma direcdo e velocidade.
Tela de estimulo: video com peixe(s)
estressados(s).

=

Y
Estimulos

Controle

e

——

Videos em ambos os monitores foi de
controle.

Controle
Controle

Figura 8: Representacdo esquematica do procedimento experimental. Fase de aclimatacdo: o peixe focal foi
introduzido no centro do tanque por um periodo de 10 minutos, sendo exibido nos monitores um background
vazio. Fase de observagdo: no periodo de 5 minutos foi exibido em uma das telas videos contendo peixe
estressado e na outra tela apenas video de controle. Os estimulos variavam com a condigdo de teste (saliéncia
ou conformidade) e o lado da tela de estimulo foi randomizado. Fase de teste: as particbes foram removidas e

o0 peixe foi autorizado a explorar a arena no periodo de 10 minutos. Em ambas as telas foi apresentado videos

de controle.

3.4. Reproducdes de video e estimulos

Os videos que utilizamos em nossos experimentos foram elaborados para um outro
experimento do mesmo laboratério. Para a gravacédo da atividade de linha de base e da resposta

a substéncia de alarme, que consiste numa pista olfativa que é produzida pelas células
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epidérmicas e liberada quando a pele do peixe é danificada (Speedie e Gerlai, 2008), peixes-
zebra demonstradores foram aclimatados durante a noite em tanques individuais (10,5 x 10,5 x
10,5 cm) com paredes opacas para minimizar a interferéncia de estimulos externos, e seus
comportamentos foram gravados. Apos esse periodo, a substancia de alarme foi fornecida e os
comportamentos de estresse (congelamento e natacdo erratica) foram gravados. As gravacdes
foram realizadas com uma camera goPro (hero 3, resolucdo de 1080 pixels). Posteriormente,
todos os videos foram manipulados usando o software VSDC Video Editor (versdo 6.4.7.155,
Flash-Integro MultiLab LLC, 2011-2020), as criacdes das réplicas de peixe-zebra foram
cuidadosamente manipuladas, mantendo o padrdo de cores e de movimento tipicos da espécie
e todos os estimulos utilizados nas experiéncias foram exibidos nos monitores como imagens
em tamanho real.

Para os experimentos, havia essencialmente 3 tipos de gravagdes: uma com 0
background vazio, uma com o peixe demonstrador na linha de base / estado neutro e uma com
0 demonstrador respondendo ao alarme (estressado). Duas reproducgdes de cada tipo de
gravacdo foram obtidas de dois demonstradores diferentes, um peixe macho e um peixe fémea,
utilizados com o objetivo de refletir a variacdo interindividual e intersexual. Em nossos
experimentos em cada teste realizado os videos exibiram sempre 4 reproducdes paralelas do
mesmo demonstrador.

Durante a fase de aclimatagéo, todas as reproducdes exibiram o background vazio em
cada monitor. Na fase de observacao as reproduc6es exibiram dois tipos de video, um contendo
peixes alarmados (estimulo) e o outro contendo peixes em estado neutro (controle). Na fase de
teste em ambos os monitores foram exibidos videos de peixes em estado neutro (controle). Na
condigdo de teste conformidade os videos de controle continham um cardume de 4 peixes em
estado neutro e os videos de estimulos continham dois tipos de informacdes (peixes alarmados
Vs peixes em estado neutro) e a proporcdo de peixes alarmados variou em cada teste (1/4 <2/4
<3/4 <4/4) (Figura 9). Na condicdo de teste saliéncia tanto os videos de controle quanto 0s
videos de estimulos, continham um namero absoluto de peixes (1 <2 <4) a diferenca é que no
controle continham peixes em estado neutro e no estimulo continham peixes alarmados, ou seja,

os videos de estimulo da saliéncia continham apenas um tipo de informacé&o (peixes alarmados).
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Figura 9: Representacdo esquematica dos estimulos que foram utilizados nas experiéncias. Aclimataco:
background vazio. Controle: peixes em estado neutro. Condicdo conformidade: a tela de estimulo continha
peixe (s) alarmados (s) e peixe (s) em estado neutro (s). Em cada teste a proporcdo de peixe (s) foi aumentando
(1/4 <2/4 <3/4 <4/4). Condicdo saliéncia: a tela de estimulo s continha peixe (s) alarmados (s). Em cada teste
0 nlmero absoluto de peixes aumentou (1 <2 <4).

3.5.  Analise comportamental de dados

Para avaliar se as respostas dos peixe-zebras (observadores) em relagdo a outros
individuos estressados (demonstradores, reproduc@es de video) depende da conformidade, ou
seja, do consenso de decisdo entre os individuos de um grupo social, expusemos 0s peixe-zebras
observadores a trés condicdes de teste em que a proporcao de coespecificos estressados foi
aumentando em relacdo aos ndo-estressados (1/4 <2/4 <3/4 <4/4). Exploramos também, se as
respostas dependem da saliéncia, ou seja, se a deteccdo dos estimulos sociais relevantes
depende de aumentos absolutos do nimero de individuos que expressam o comportamento (1
<2 <4) e avaliamos o efeito do gendtipo para cada tratamento. O tratamento 4 foi utilizado tanto
na conformidade quanto na saliéncia e foi usado como referéncia maxima.

Em todos os experimentos comportamentais, os peixes foram filmados de uma
perspectiva de cima para baixo com o auxilio de uma mini cdmera de vigilancia em preto e
branco (Henelec 300 B) que estava conectada a um laptop (HP Pavilion g6) usando um software
de gravacao de video Pinnacle Studio 14 (Corel Corporation, Ottawa, Canadd). Todos os videos
dos experimentos foram importados e analisados utilizando o sistema de rastreamento de video

EthoVision XT 11.0 (Noldus Information Technologies, Wageningen, Holanda). Para o
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rastreamento dos videos comportamentais foi definido uma regido de interesse (ROI) na arena,
correspondente ao tempo gasto pelo peixe focal em cada regido delimitada na arena (esquerdo,

centro e direito) (Figura 10).

FASE DE OBSERVACAO (5 min.) FASE DE TESTE (10 min.)
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Figura 10: Representacdo esquematica da regido de interesse (ROI) da arena. Fase de observacao: a arena foi
delimitada em esquerdo, centro e direito. Nessa fase foram extraidas medidas de atencéo, estresse e ansiedade.
Fase de teste: a arena foi delimitada em esquerdo, centro e direito. Nessa fase foram extraidas medidas de

exploracdo e preferéncia.

Usamos este software para extrair das gravacfes de video medidas comportamentais
durante a fase de observacédo e também da fase de teste. Foram usadas para cada caracterizacdo
comportamental / cognitiva para posterior analise as seguintes medidas: a orientacdo (°), que é
uma medida que indica o grau de posi¢do corporal do peixe focal em direcdo ao estimulo (0° a
180°); a velocidade angular (°/s) que é o valor absoluto da mudanca de grau na orientacédo por
segundo; o congelamento (%) que indica a porcentagem de tempo que o peixe passou imavel;
a velocidade média (cm/s) que é a distancia percorrida por segundo; a distancia média (cm),
que foi considerada uma medida de timotaxia, pois mede a distancia média que o peixe passou
préximo as paredes do tanque; a distancia total percorrida (cm) que indica a atividade
exploratéria do peixe ao longo do ensaio e a preferéncia (%) uma medida que indica a
porcentagem de tempo gasto em cada regido de interesse da arena. Apos a extracdo das medidas
comportamentais, todos os dados foram exportados em planilhas Excel (Microsoft
Corporation® 2016).

E importante salientar que a velocidade angular e o congelamento foram usados para
quantificar o contagio, pois essas medidas refletiram respectivamente 0 movimento erratico e

0 congelamento observados nos videos de estimulo. A velocidade angular consiste em
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mudangas de direcdo répidas e alternadas no movimento com uma taxa de giro, € 0
congelamento que é caracterizado pela cessa¢do dos movimentos (exceto olhos e branquias),
sdo respostas comportamentais de estresse bem documentadas no peixe-zebra (Kalueff et al.,
2013). A timotaxia em nosso estudo foi utilizada como uma medida para avaliar a ansiedade,
isto €, uma preferéncia de proximidade com as paredes do tanque, um comportamento em que
os peixes nadam rapidamente em movimentos de “vai-€-vem” contra a parede do tanque. A
timotaxia pode ser considerada como um comportamento de fuga no peixe-zebra diante de um

contexto ameacador (Blaser, Chadwick e McGinnis, 2010).

3.6. Analise estatistica

Todas as anélises foram realizadas no software estatistico Minitab® (versdo 17.1). Em
nossas analises modelamos os comportamentos dos peixes-zebra focais (observadores) como
um modelo linear de efeito misto (LMM) (Schielzeth et al., 2020) que foi utilizado a fim de
testar as diferencas entre os genétipos WT (oxtr *'*) e mutante de oxitocina KO (oxtr ) e os
efeitos nos tipos de tratamento (1, 2, 3 e 4). Em nosso estudo utilizamos 3 LMMs, um para cada
condic&o de teste, conformidade e saliéncia e outro para comparagdes entre ambas as condicdes.

Para cada medida comportamental no LMN, usamos o genotipo como efeito fixo, o
tratamento como covariavel, a identificacdo do peixe (Id) como fator aleatério e avaliamos a
interacdo entre eles. Pelo fato que em nossas experiéncias todos os peixes foram expostos em
todas as condigOes de testes, avaliamos para todas as medidas da fase de observacgéo o primeiro
teste que cada peixe foi exposto, conforme a randomizacdo dos testes realizada antes do inicio
dos experimentos. Essa analise foi realizada para averiguar efeitos de habituacdo, os quais ndo
foram detectados (Figuras Suplementares 1 a 10). Os resultados sdo apresentados de acordo
com os parametros de melhor ajuste do LMM, e o nivel de significancia utilizado para todos os
testes foi de P < 0,05.
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4. RESULTADOS

Durante a observacdo examinamos a atencdo (orientacao ao estimulo) e as mudancgas no
comportamento do estresse, tanto em termos de comportamentos observados nos
demonstradores para examinar o contégio, isto é, o congelamento e a velocidade angular,
quanto a outros comportamentos atribuidos a ansiedade geral, como a timotaxia e a atividade
locomotora. Durante o teste, medimos as mudancas na motivacdo, ou seja, 0s niveis de
exploracdo e as preferéncias locais para examinar o reconhecimento do estresse durante a fase

de observacéo.

4.1. Efeitos de conformidade

Para avaliar se a atengdo do peixe-zebra as informagGes em um ambiente com risco de
predacdo depende de aumentos proporcionais do numero de coespecificos que expressam
determinados comportamentos, analisamos por 5 minutos a posicéo corporal (corpo total) dos
peixes-zebra observadores em orientacdo aos estimulos dentro de uma regido de interesse (ROI)
delimitada na arena do tanque de teste. Nossos resultados demonstraram que na fase de
observacao da condicdo de teste conformidade nenhum efeito significativo para a orientacédo
foi encontrado para nenhum dos tratamentos (1,2,3 e 4) (P = 0.144). Também ndo foram
encontrados efeitos no gendtipo, WT (oxtr **) e KO (oxtr ) (P = 0.482) e de interac&o entre
tratamento e genétipo (P = 0.683).

Em seguida, examinamos se 0s peixes observadores, quando expostos as reproducdes
de videos contendo peixes alarmados (estimulo) e peixes em estado neutro (controle) exibiriam
comportamentos antipredatorios, relativos ao contagio do estresse. Nossos resultados
mostraram que os peixes-zebra observadores do gendtipo WT (oxtr **) passaram mais tempo
congelando em relagéo aos peixes mutantes KO (oxtr 7-) e um efeito significativo foi detectado
(R? = 0.082, F1, 199 = 5.77, P = 0.017) (Figura 11). Um efeito semelhante foi obtido para a
resposta de velocidade angular, também para o genétipo WT (oxtr **) (R?> = 0.069, r1, 199 =
5.36, P = 0.022) (Figura 12), por outro lado, nenhum efeito significativo para nenhum
tratamento foi observado nem para o congelamento (P = 0.744) e nem para a velocidade angular
(P = 0.578). Efeitos de interacdo também ndo foram encontrados para o congelamento (P =
0.454) e velocidade angular (P = 0.410). Finalmente, avaliamos se 0s peixes observadores

diante das mesmas condi¢cOes acima mencionadas, exibiriam comportamentos relativos a
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ansiedade, ou seja, aumento da atividade locomotora e proximidade com as paredes do tanque
de teste (velocidade e timotaxia, respectivamente). Nossos resultados mostraram que, quando
expostos aos estimulos estressantes, 0s peixes observadores apresentaram um aumento na
velocidade média de natacdo, e um efeito principal foi observado para o tratamento 4 (R? =
0.017, F1,199 = 7.39, P = 0.007), além disso, um efeito de interagio entre o gendtipo WT (oxtr*'*)
e o tratamento 4 foi detectado (R? = 0.018, F1, 199 = 3.88, P = 0,05) (Figura 13). No entanto,
para a timotaxia nenhum efeito significativo foi encontrado para o tratamento (P = 0.458),
gendtipo (P = 0.404) e interacdo (P = 0.061).
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Figura 11: Gréfico exibindo um efeito significativo para a resposta de congelamento na condi¢do de teste
conformidade para o genétipo WT.

Na fase de teste realizada posteriormente a fase de observacdo, avaliamos por 10
minutos se 0s peixes observadores, quando expostos as reproducdes de videos de controle
(peixes em estado neutro), apresentariam niveis de exploracao e preferéncias locais relativas
aos estimulos que foram apresentados na fase antecedente. Nossos resultados demonstraram
que para a atividade exploratoria (distancia percorrida), nenhum efeito principal foi detectado

para o tratamento (P = 0.800), gen6tipo (P = 0.072) e interacdo (P = 0.364). Da mesma forma
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aconteceu para a preferéncia, nenhum efeito foi encontrado para o tratamento (P = 0.541),
genotipo (P = 0.933) e interacdo (P = 0.814) (Figura suplementar 8).
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Figura 12: Grafico exibindo um efeito significativo para a resposta de velocidade angular na condicéo de

teste conformidade para o genétipo WT.
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Figura 13: Gréfico exibindo os efeitos para velocidade média e timotaxia para o genétipo da condigdo de teste
conformidade.



4.2. Efeitos de saliéncia

Na condicdo de teste saliéncia, avaliamos se a atencao do peixe-zebra as informacdes
depende de aumento do numero absoluto de coespecificos que expressam determinados
comportamentos. Quando avaliamos a orientacéo na fase de observacdo, um efeito significativo
foi detectado apenas para o tratamento 2 (R? = 0.011, F1, 140 = 4.34, P = 0.039) (Figura 14).
Por outro lado, nenhum efeito foi encontrado para o genoétipo (P = 0.654) e interagdo (P =
0.108).

Saliéncia

200 Tratamento

1
—— 2
———— 4

150

s P
k]

Orientacao (°)

50

KO WwWT KO WT KO WT

Gendtipo

Figura 14: Grafico exibindo um efeito significativo para o tratamento 2 da orientacdo na condicéo de teste

saliéncia.

Em seguida, quando avaliamos a 0 contagio do estresse, nossos resultados
demonstraram que a resposta de congelamento, embora tenha demonstrado visualmente uma
diferenca para o genétipo WT (oxtr *'*), ndo foram detectados efeitos significativos (P = 0.092),
também ndo teve efeitos para o tratamento (P = 0.941) e interacdo (P = 0.965) (Figura
suplementar 9). O mesmo aconteceu para a resposta de velocidade angular, nenhum efeito
estatisticamente significativo foi observado para o tratamento (P = 0.245), genétipo (P = 0.073)
e interagdo (P = 0.583) (Figura suplementar 10). Ao avaliar as respostas de ansiedade, nossos
resultados demonstraram que foi detectado um efeito significativo para a velocidade média de
natacdo para o tratamento 4 (R? = 0.022, F1, 149 = 6.68, P = 0.011) (Figura 15), porém néo

foram encontrados efeitos no gendtipo (P = 0.383) e interacdo (P = 0.072). Por outro lado, a
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timotaxia apesar de demonstrar uma diferenca visualmente maior para o gen6tipo WT (oxtr */*),
ndo foi estatisticamente significativo (P = 0.867) (Figura Suplementar 11). Também ndo foram

encontrados efeitos significativos para o tratamento (P = 0.284) e interacédo (P = 0.079).
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Figura 15: Gréfico exibindo os efeitos para velocidade média e timotaxia para o genétipo da condicéo de teste
saliéncia.

Na fase de teste, assim como ocorreu na condi¢do conformidade, quando avaliamos a
atividade exploratoria (distancia percorrida), nenhum efeito principal foi detectado para o
tratamento (P = 0.271), gendtipo (P = 0.781) e interacdo (P = 0.280). Da mesma forma
aconteceu para a preferéncia, nenhum efeito foi encontrado para o tratamento (P = 0.887),

genotipo (P = 0.965) e interacdo (P = 0.689) (Figura suplementar 8).

4.3. Comparag0es entre a conformidade e a saliéncia absoluta

Para além de avaliar os efeitos do tratamento, do genotipo e da interagdo entre eles para
a atencdo, contagio do estresse, exploracdo e preferéncia, fizemos comparacdes entre as
condicGes de teste (conformidade vs. saliéncia) para os tratamentos (1,2 e 4) e gen6tipo. Nossos

resultados demonstraram que na fase de observacdo quando avaliamos a orientagéo entre as
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duas condigdes de teste, ndo foi detectado nenhum efeito significativo para o tratamento (P =
0.081), genodtipo (P = 0.465) e teste (P = 0.555). Também ndo foram verificados efeitos de
interacdo entre tratamento, genotipo e teste (P = 0.723). Em seguida, quando avaliamos o
contagio do estresse, nos resultados mostraram que foi detectado um efeito significativo para o
gendtipo WT (oxtr **) na resposta de congelamento (R? = 0.085, F1, 299 = 5.68, P = 0.018).,
porém ndo encontramos efeitos significativos para o tratamento (P = 0.899) e interacéo (P =
0.684). Em relacdo a velocidade angular nossos resultados mostraram um efeito significativo
para o gendtipo WT (oxtr **) (R* = 0.056, F1, 209 = 5.18, P = 0.024) (Figura 16), no entanto,
ndo foram encontrados efeitos significativos para o tratamento (P = 0.568) e interagdo (P =
0.799).
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Figura 16: Grafico da comparagdo entre as condigdes de teste (conformidade vs. saliéncia) para as respostas de
contagio do estresse (congelamento e velocidade angular) para os tratamentos 1,2 e 4) e gen6tipos WT e KO.

Em relacdo as respostas de ansiedade, nossos resultados demonstraram um efeito
significativo para a velocidade média no tratamento 4 (R? = 0.023, F1, 209 = 7.56, P = 0.006).
Por outro lado, nenhum efeito foi observado para o gendétipo (P = 0.260) e interacdo entre
tratamento, gendtipo e teste (P = 0.918). Ao contrario dos resultados encontrados para os testes
em cada condicdo isoladamente, quando comparamos a timotaxia nas duas condic¢des para 0s

tratamentos 1,2 e 4, foi detectado um efeito de interagéo entre o tratamento 4 e o gendtipo WT
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(oxtr **) (R? = 0.023, F1, 200 = 3.93, P = 0.048) (Figura 17). Porém, ndo foram encontrados
efeitos de interagdo entre tratamento, gendtipo e teste (P = 0.920).
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Figura 17: Grafico da comparagdo entre as condi¢des de teste (conformidade vs. saliéncia) para as respostas de
ansiedade (velocidade média de natacdo e timotaxia) para os tratamentos 1,2 e 4 e genotipos WT e KO.

Na fase de teste realizada posteriormente, quando comparamos as duas condic¢des de
teste (conformidade vs. saliéncia) para o tratamento (1,2 e 4) um efeito principal na distancia
percorrida foi detectado para os peixes mutantes KO (oxtr ) (R? = 0.014, F1, 2990 = 4.32, P =
0.038) (Figura 18). Por outro lado, nossos resultados ndo demonstraram nenhum efeito
significativo para o tratamento (P = 0.082) e interacdo (P = 0.883). Em relacdo a preferéncia,
foi detectado um efeito principal no tratamento 4 (R?> = 0.013, F1, 209 = 4.57, P = 0.033) (Figura
19), porém ndo foram detectados efeitos para o genotipo (P = 0.302) e interacdo (P = 0.551).

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que essencialmente na condi¢do de
teste conformidade, os peixes-zebra apresentaram comportamentos antipredatérios (ansiedade
e estresse), que o contagio do estresse é uma capacidade que esta presente nessa espeécie e que
provavelmente a oxitocina esta implicada nesses processos. Por outro lado, esses resultados
mostram que os estimulos utilizados neste estudo, parece ndo terem atraido particularmente a
atencdo dos peixes-zebra observadores do tipo selvagem neste contexto e ndo tiveram

implicag&o no reconhecimento do estresse.
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Figura 18: Gréafico exibindo um efeito significativo na distancia percorrida para o gendtipo KO na
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Figura 19: Gréfico exibindo um efeito significativo para a preferéncia no tratamento 4 na comparacédo entre
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as duas condigdes de teste (conformidade vs. saliéncia).

39



5. DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados demonstram essencialmente, que a transmissao de
informacdes de estresse social no peixe-zebra € um processo que depende do consenso de
transferéncia das informagdes entre os individuos do grupo, compreendido por conformidade
social. Demonstramos que diante de um contexto social sob um risco iminente de predacao, o
peixe-zebra ndo somente utiliza as informacgdes de seus coespecificos como é capaz de
contagiar e replicar os mesmos comportamentos. Além disso, nossos resultados fornecem
evidéncias de que estes processos sao modulados por um mecanismo conservado de sinalizagéo
semelhante a oxitocina.

Excepcionalmente na condicdo de teste conformidade a exposicédo visual aos estimulos
estressantes desencadeou nos peixes WT (oxtr *'*) comportamentos de estresse e ansiedade,
comportamentos que nio foram observados nos peixes mutantes KO (oxtr 7). Essas respostas
comportamentais sdo tipicas da espécie e sao consistentes com estudos que avaliam essas
respostas induzidas por substancia de alarme ou a exposicao a um predador (Gerlai, 2010; Silva,
Leaniz e Luchiari, 2019). Em nosso estudo, o peixe-zebra foi capaz de discriminar entre dois
tipos de estimulos do ambiente social (peixes alarmados vs. peixes em estado neutro) e utilizou
as informacgdes mais relevantes para tomar decisdes rapidas. Da mesma forma, em peixes
esgana-gata de trés espinhas (Gasterosteus aculeatus) a tomada de decisdo do quorum facilita
a transmissdo de informacdes entre os individuos, pois na presenca de um predador esses peixes
utilizam as informacdes mais recentes fornecidas pelos seus coespecificos (Ward et al., 2008).

Com base em nossos resultados, supomos que diante de um contexto ameacador em que
0s peixes detectam a presenca de um predador, uma decisdo rapida deve ser tomada e 0s
individuos devem agir em conformidade a fim de evitar o ataque e para garantir a sobrevivéncia
do grupo. Para isso, 0s peixes devem utilizar as informacdes dos seus vizinhos mais proximos,
tais como, movimento e comportamentos associados e, a0 mesmo tempo, conseguir discriminar
essas informagbes com os outros estimulos do ambiente social em que se encontram. Por
exemplo, se apenas um individuo do grupo detecta o predador, automaticamente exibira
comportamentos antipredatorios que servira de alerta para os outros individuos e, assim, 0s
outros irdo identificar que ha uma fonte de perigo e contagiar esses comportamentos, de modo
que as informacdes se propaguem para todo o grupo (Rosenthal et al., 2015; Somveille et al.,
2018; Firth, 2020). Por exemplo, em cardumes de anchovas (Engraulis ringens) sob risco de

predacdo, a transferéncia de informacdes ocorre por meio de uma “onda de agitacdo”, que
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facilita que os individuos do cardume reajam de forma répida e adaptada ao ambiente (Gerlotto
et al., 2006).

Considerando que o0 peixe-zebra é uma espécie diurna que utiliza a visdo como uma
modalidade sensorial (Gerlai, 2017) e pelo fato de que em nosso estudo utilizamos apenas
estimulos visuais, que foram suficientes para desencadear comportamentos de estresse e
ansiedade no peixe-zebra, nossos resultados corroboram com outros achados que demonstraram
que os comportamentos antipredatorios no peixe-zebra funcionam como pistas visuais para
coespecificos (Oliveira et al., 2017). Além disso, 0 peixe-zebra utiliza outras caracteristicas
visuais para interagir com coespecificos, tais como a forma e o movimento bioldgico, visto que
a percepcdo do movimento bioldgico, como demonstrado recentemente, é dependente da
sinalizacdo de oxitocina (Nunes et al., 2020).

O movimento e a conformidade sdo dois processos ecologicos determinantes na
transmissao das informac@es sociais no grupo, que juntos, funcionam como uma estratégia de
aprendizagem social (Somveille et al., 2018). Com base em nossos resultados, isso nos ajuda a
explicar a razdo pela qual o contagio foi evidente na condicdo de teste conformidade e ent&o,
podemos assumir que o contagio do estresse também pode ser considerado como uma estratégia
de aprendizagem social, que do ponto de vista ecoldgico tem um valor adaptativo, isso porque
0s comportamentos antipredatorios emitidos pelos demonstradores tém uma intensidade alta
que podem ser facilmente detectados e contagiados pelos observadores, pois esses
comportamentos sdo impulsionados pela mesma emocéo, o medo (Nakahashi e Ohtsuki, 2015).

Assumindo que o contagio é adaptativo, podemos dizer que também tem implicacdo no
funcionamento do grupo e na aptiddo dos animais, pois ao adotar um comportamento
conformista, os individuos do grupo passam a ter uma sensibilidade mais fraca aos estimulos
do ambiente que sdo irrelevantes, e a medida que o tamanho do grupo aumenta as decisfes sdo
mais assertivas e pode trazer maiores beneficios, e consequentemente, tem um custo energeético
reduzido (Nakahashi e Ohtsuki, 2018). Neste contexto, podemos concluir que o contagio no
peixe-zebra tem consequéncias evolutivas que podem ser explicadas pela competéncia social,
referida como a capacidade de um individuo otimizar e adaptar seus comportamentos sociais
com base nas informaces disponiveis (Taborsky e Oliveira, 2012). Por exemplo, em cardumes
de peixe-mosquito (Gambusia holbrooki) sob risco de predacao, o tamanho do grupo influencia
na velocidade e precisao da tomada de decisdo coletiva (Ward et al., 2011). Da mesma forma,

0s peixes (Phoxinus phoxinus) usam as informacgdes sociais como uma estratégia de
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aprendizado quando os custos associados as informagdes privadas sdo mais caros (Webster e
Laland, 2008).

Em nosso estudo demonstramos que o contagio emocional € uma habilidade que esta
presente no peixe-zebra, assim, podemos considerar a evidéncia de uma forma ancestral de um
mecanismo cognitivo subjacente ao reconhecimento da valéncia em expressdes
comportamentais, que em nosso trabalho pode ser explicado a partir dos efeitos da oxitocina no
contagio do estresse. O mecanismo de percepcdo-acdo (PAM), proposto por Preston e de Waal
(2002) estabelece que a percep¢do do estado emocional de um sujeito demonstrador ativa
automaticamente uma representacéo neural do mesmo estado no sujeito observador, permitindo
uma expressdo comportamental semelhante. Esse mecanismo ja foi demonstrado em muitas
espécies e é considerado uma camada evolutiva precursora da empatia em seres humanos.
(Reimert et al., 2014; Martin et al., 2015; de Waal e Preston, 2017). Por exemplo, ratos que
assistem um companheiro de gaiola recebendo choques elétricos nas patas, exibem
comportamento de congelamento (Gonzalez-Liencres et al., 2014), da mesma forma, nos
tentilhdes-zebra (Taeniopygia guttata) pistas acusticas de chamada emitidas por um macho
provocam reagdes comportamentais e 0 aumento dos niveis de corticosterona na fémea que foi
visualmente separada de seu coespecifico (Perez et al., 2015).

Os nossos resultados mostraram que a oxitocina participa destes mecanismos e age
facilitando o contéagio do estresse. Assim, podemos considerar que no peixe-zebra, uma espécie
altamente social que ndo exibe cuidado parental (Gerlai, 2014), o sistema oxitocinérgico
evoluiu para promover a sobrevivéncia e fornecer meios de adaptacdo as mudancas ambientais,
como também, para facilitar a aprendizagem associativa e modular o comportamento coletivo.
Um estudo recente demonstrou que pistas quimicas de alarme promovem a aprendizagem
associativa no peixe-zebra e que os bulbos olfatorios sdo nucleos que estdo envolvidos neste
processo (Pinho et al., 2020), essas sdo areas olfativas enriquecidas com os receptores de
oxitocina no cérebro do peixe ciclideo africano (Astatotilapia burtoni) (Huffman et al., 2012).
Essa nossa ideia é pode ser sustentada pela “teoria alostatica da oxitocina” uma abordagem
etoldgica que prevé a oxitocina como um neurohormoénio que promove a alostase, teoria
fundamentada nas “quatro questoes” de Nikolaas Tinbergen descrita para explicar a acao
modulatoria da oxitocina ao longo da evolucao devido aos seus efeitos periféricos e centrais,
englobando os processos fisiologicos, cognitivos e comportamentais que tém implicacdo nas

diferentes fases do desenvolvimento (Quintana e Guastella, 2020).
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Em nosso trabalho, quando avaliamos as respostas comportamentais relativas a
ansiedade na fase de observacdo e também as preferéncias locais na fase de teste, os resultados
mostraram que em nossos testes (conformidade vs. saliéncia) mantivemos um aumento no
numero absoluto de individuos (tratamento 4) que podem nao representar a dindmica do grupo.
Na verdade, pares e triades exibem formas elevadas de agressividade e dindmica de dominancia
que também podem influenciar o comportamento social (Wright e Krause, 2006; Faust, 2010;
Oliveira, Silva e Simdes, 2011). Uma explicacdo alternativa para isso ter acontecido, embora
ndo tenhamos como saber, talvez seja que em nossos experimentos submetemos 0s peixes em
todas as condigOes de teste (conformidade e saliéncia) no mesmo dia e, embora a ordem dos
experimentos tenha sido aleatdria e por ndo termos encontrado efeitos de habituacdo, pode ser
que os peixes falharam em distinguir entre os demais tratamentos, visto que tiveram que lidar
com muitas informacdes conflitantes num periodo curto de tempo. No entanto, essas sdo apenas
observacdes especulativas que devem ser interpretadas com cautela e melhor investigadas em
estudos futuros.

Além disso, nossos resultados ndo revelaram efeitos de contagio do estresse para a
condicdo de teste saliéncia e supomos que pode ser que outros sistemas de neurotransmissores
estejam envolvidos nesse processo, tal como a dopamina, que nesse contexto pode ter
desempenhado uma fungdo primaria na atribuicdo da saliéncia, uma vez que variagdes no
sistema dopaminérgico podem interferir nos processos motivacionais de reposta a estimulos
estressantes (Love, 2014). Neste caso, a oxitocina pode ter assumido um efeito secundario ndo
afetando diretamente essa resposta. Além disso, € valido considerar que em nosso trabalho,
utilizamos uma linha de peixes mutantes de oxitocina em que foi interrompido a funcéo de
apenas um dos receptores (oxtr), e por isso, estudos adicionais devem ser realizados utilizando
peixes mutantes dos dois receptores (oxtr e oxtrl, respectivamente) a fim de melhor explorar a
funcionalidade de cada um e o envolvimento de outros sistemas de neurotransmissores /
neuromoduladores no contagio do estresse no peixe-zebra.

Quando avaliamos a atencdo dos peixes observadores aos estimulos, 0S nossos
resultados demonstraram um efeito para o tratamento 2 da condi¢do de teste saliéncia.
Considerando que em nosso estudo para avaliar a aten¢do dos peixes observadores, utilizamos
uma medida de orientacéo (corpo total) para pontuar 0 tempo que 0s peixes passaram proximos
a tela de estimulo, talvez essa medida n&o tenha sido a ideal, e por isso, esses resultados possam
ndo ser realmente indicativos de atengdo. 1sso porque, em nossos experimentos os estimulos

das gravacoes que utilizamos foram combinados (peixes alarmados vs. peixes em estado neutro)
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e a apresentacdo dos estimulos no video foi intercalada (45 segundos peixes alarmados, 45
segundos peixes em estado neutro) e assim sucedeu até o tempo total do video (5 minutos).
Portanto, para avaliar a atencdo, teriamos que ter utilizado uma metodologia de rastreamento
que nos facultasse pontuar as coordenadas de pixel da cabeca, centro e cauda dos peixes
observadores (conforme descrito em Abril-de Abreu, Cruz e Oliveira, 2015), isso nos permitiria
pontuar e comparar a atengdo ao longo do tempo para examinar as mudancas entre 0s periodos
em que 0 estresse comecgou.

Também observamos que a falta de sinalizacdo de oxitocina teve influéncia na
exploragdo dos estimulos, pois os peixes mutantes KO (oxtr 7) exibiram niveis de exploracio
superiores aos peixes WT (oxtr *'*). Supomos que 0s peixes mutantes talvez nio tenham
identificado os estimulos como ameacadores e, conforme descrito anteriormente, seria
relevante explorar o envolvimento de outros sistemas de neurotransmissores que possam estar
associados ao sistema oxitocinérgico participando dos processos atencionais em contextos
perniciosos. E importante enfatizar que no peixe-zebra o receptor de oxitocina (oxtr), conforme
relatado em estudos anteriores, ndo esta diretamente implicado no dominio motivacional da
socialidade (Ribeiro et al., 2020).

De modo geral, 0 nosso trabalho demonstrou que os peixes-zebras séo capazes de captar
os estimulos ameacadores do ambiente social observando o estado emocional de um
coespecifico, copiando espontaneamente essa emocao e reagindo com um comportamento
correspondente, mecanismo definido como contagio emocional (Nakahashi e Ohtsuki, 2018).
Além disso, nossos resultados atribuem insights de que o contagio emocional tem uma funcéo
adaptativa e que demanda de estratégias de conformidade social, pois tem influéncia direta na
transferéncia e propagacdo das informacgfes sociais entre os individuos, implicando na
sobrevivéncia e manutencdo do grupo.

Considerando que o contagio emocional € um elemento precursor evolutivo da empatia
em seres humanos (Preston e de Waal, 2002), aqui demonstramos que apesar da distancia
evolutiva, essa capacidade é preservada no peixe-zebra, e nossos resultados nos ajuda a melhor
compreender como o contagio evoluiu e como influencia no comportamento social dessa
espécie. Assim, como predizemos, nossos resultados sustentam que o contagio emocional no
peixe-zebra € modulado por um mecanismo conservado de sinalizagdo semelhante a oxitocina,
sugerindo que 0s processos cognitivos basais que fundamentam o reconhecimento da valéncia

sdo mantidos por este mecanismo.
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6. LIMITACOES DO ESTUDO

Devido a epidemia do novo coronavirus SARS-COV-2 nossos experimentos foram
interrompidos e tivemos que reestruturar o nosso plano de trabalho, assim, tivemos algumas
limitacOes que inviabilizaram a plena execugdo dos nossos objetivos.

Inicialmente, tinhamos como proposta em nosso estudo, utilizar 3 linhas germinativas
de peixes-zebra mutantes de oxitocina: oxtr (interrupcéo parcial receptor 1), oxtrl (interrupcéo
parcial receptor 2) e oxt (interrupgdo total ocitocina). No entanto, quando regressamos as
atividades, conseguimos utilizar neste estudo apenas 0s peixes mutantes oxtr, pois se
optassemos em criar as outras linhas, teriamos que aguardar o periodo para que 0s peixes
atingissem a idade adulta, e ja ndo tinhamos tempo habil para atender essa demanda. Outro fator
importante, que devido as regras de seguranca e do protocolo de distanciamento social, tivemos
algumas restricdes relativas a circulacdo entre as instalag@es, por isso, quando retomamos 0s
experimentos tivemos que concluir todos os testes no mesmo dia para cada peixe que
utilizamos. No entanto, reconhecemos que poderiamos ter revisto o plano para melhorar esse
aspecto e ter submetido um grupo de peixes para cada condicdo de teste, ao invés de submeter
todos os peixes em todos os testes. Diante dessas limitagdes, reconhecemos outros aspectos
contextuais que poderiamos ter melhorado em nosso estudo e contribuido para as nossas
descobertas atuais:

Protocolo experimental: pelo fato de ter sido possivel utilizarmos somente 0s peixes
mutantes oxtr, poderiamos ter criado outros grupos de peixes para avaliar outros fatores
importantes que tém implicagdo no comportamento social do peixe-zebra, tais como o sexo
(Way et al., 2018) e a familiaridade (Silva, Leaniz e Luchiari, 2019). Também poderiamos ter
projetado um experimento adicional expondo 0s peixes-zebra a substancia de alarme (Speedie
e Gerlai, 2008; Pinho et al., 2020), isso nos permitiria avaliar 0os comportamentos
antipredatérios utilizando uma pista olfativa, assim, poderiamos comparar essas respostas com
as pistas visuais que ja utilizamos em nosso estudo. Além disso, poderiamos ter utilizado um
parametro fisioldgico para avaliar as respostas ao estresse, como por exemplo, quantificar os
niveis de cortisol de corpo inteiro (Oliveira et al., 2017). Em conjunto, esses componentes nos
ajudariam a ter uma melhor caracterizacao dos efeitos perifericos e centrais da oxitocina, nos

permitindo avaliar a fisiologia, cogni¢do e comportamento.
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7. CONCLUSAO E DIRECAO FUTURA

Em nosso trabalho demonstramos que o contagio emocional é uma habilidade
evolutivamente conservada no peixe-zebra que constitui um elemento chave para a
sobrevivéncia do grupo e que demanda de estratégias de conformidade social. Além disso,
descobrimos que a sinalizacdo semelhante & oxitocina modula a transmisséo social do estresse
nessa espécie.

Como mencionado neste estudo, a oxitocina estd implicada em diversos aspectos da
cognicéo social. Pesquisas tém demonstrado que muitos transtornos humanos estéo associados
a déficits no sistema oxitocinérgico, como ocorre no transtorno do espectro do autismo. Pessoas
com autismo geralmente tém dificuldades de se conformar as regras do ambiente social,
apresentam déficits no processamento de pistas salientes, na teoria da mente e empatia (de Dreu
e Kret, 2016; Vanya et al., 2017).

Dessa forma, nosso trabalho aponta possibilidades de melhor investigar esses
mecanismos de conformidade social e saliéncia em estudos futuros, devido ao potencial
terapéutico da oxitocina e sua importancia para a pesquisa translacional. Pelo fato de que, neste
estudo tivemos limitados a utilizar apenas a linha mutante de um dos receptores de oxitocina,
sugerimos que essas questdes sejam melhor investigadas utilizando as linhas mutantes
germinativas (oxtr, oxtrl e oxt). Adicionamente, seria interessante investigar quais areas do
cérebro sdo ativadas nesses mecanismos, como também, utilizar medidas hormonais para
avaliar o componente fisiolégico. Explorar essas diferencas funcionais talvez seja a chave para
compreender sobre a etiologia de um sistema de oxitocina prejudicado e averiguar como a

oxitocina modula mudancas nos componentes fenotipicos.
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9. ANEXOS

9.1. Figuras suplementares
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Figura suplementar 1: Gréafico exibindo a diferenca entre os gendtipos para a orientacdo nas condi¢des de
teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituag&o.
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Figura suplementar 2: Gréafico exibindo a diferenca entre os genétipos para o congelamento nas condigdes de
teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituagéo.
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Figura suplementar 3: Grafico exibindo a diferenca entre os gendétipos para a velocidade angular nas
condigdes de teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituacéo.
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Figura suplementar 4: Grafico exibindo a diferenca entre os gen6tipos para a timotaxia nas condi¢Ges de
teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituag&o.
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Figura suplementar 5: Grafico exibindo a diferenca entre os gendtipos para a velocidade nas condic¢des de
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teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituag&o.
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Figura suplementar 6: Grafico exibindo a diferenca entre os gen6tipos para a distancia percorrida nas

condices de teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituacéo.
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Figura suplementar 7: Grafico exibindo a diferenca entre os gendtipos para a preferéncia nas condicdes de
teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito de habituag&o.
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Figura suplementar 8: Grafico exibindo os resultados para a preferéncia e distancia percorrida nas condicdes

de teste conformidade e saliéncia. N&o foi detectado efeito significativo.
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Figura suplementar 9: Gréfico exibindo a diferenca entre os genétipos para a resposta de congelamento na
condicéo de teste saliéncia. N&o foi detectado efeito significativo.
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Figura suplementar 10: Grafico exibindo a diferenga entre os gen6tipos para a resposta de velocidade angular
na condigdo de teste saliéncia. N&o foi detectado efeito significativo.
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Figura suplementar 11: Gréfico exibindo a diferenca entre os genétipos para a timotaxia na condi¢éo de
teste saliéncia. Nao foi detectado efeito significativo.
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