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RESUMO

O uso de modelos animais em pesquisa experimental nas Ultimas décadas tem se mostrado
mais diversificado do que o modelo classico através do uso de roedores ou primatas. 1sso se
da principalmente pelos avancos nos estudos moleculares, morfoldgicos e funcionais que
revelaram uma grande homologia entre os vertebrados. Nesta perspectiva, o peixe Zebrafish
(Danio rerio) tem se mostrado como o animal ndo-mamifero com maior ascensdo como
animal de estudo em ciéncias bioldgicas nas Gltimas décadas. Entretanto, outras espécies de
peixes também se mostram promissoras como alternativas de uso como modelo animal. Este
estudo utilizou o Guppy (Poecilia reticulata) como modelo para pesquisa em comportamento
através de diferentes abordagens experimentais. No estudo |, guppies foram expostos e
reexpostos em diferentes turnos (manhg, tarde, noite e madrugada) nos testes de campo aberto
e preferéncia claro-escuro. Os resultados encontrados mostram que em ambos 0s testes,
machos e fémeas apresentam diferencas comportamentais, sendo sensiveis a reexposi¢do, com
capacidade de aprendizagem e controle do ciclo circadiano. No estudo Il, foi desenvolvido um
labirinto em cruz com rampa no qual se verificou a sensibilidade da espécie ao aparato, o
perfil de resposta mediante reexposicdo e o efeito de drogas. Os resultados revelaram
sensibilidade ao aparato para uma altura de coluna d’agua de 8cm e 5 minutos de sesséo e
diferencas entre 0s sexos e aprendizagem por habituacdo ao longo das reexposicées. O estudo
farmacologico indica que neste aparato a espécie é sensivel a drogas ansioliticas e
ansiogénicas. Ao final, pode-se concluir que o Guppy apresenta comportamento similar e
respostas as drogas compativel com os dados descritos para Zebrafish. Tais similaridades
reforcam o uso de peixes como uma alternativa ao uso de mamiferos na experimentagéo

animal.

Palavras-chaves: Guppy, modelo animal, ciclo circadiano, memdria, aprendizagem, medo,

ansiedade.



Walsh-Monteiro, André (2016) Guppy’s (Poecilia reticulata) performance in anxiety models:
open field, light-dark preference and plus-maze with ramp. Doctoral thesis. Belem,
Postgraduate Program in Theory and Research of Behavior, Federal University of Para. 85
pages.

ABSTRACT

The use of animal models in experimental research in the last decades has shown to be more
diversified than the classical model through the use of rodent or primate. This is mainly by
advances in molecular, morphological and functional studies that revealed a big homology
between the vertebrates. On this perspective, the Zebrafish (Danio rerio) has shown to be the
non-mammal animal with biggest ascension as a study model in biological sciences in the
latest decades. However, other species of fish also show to be promising as alternatives of use
as animal model. This study used Guppy (Poecilia reticulata) as model for the research in
behavior through different experimental approaches. In study I, guppies were exposed and re-
exposed in different shifts (morning, afternoon, evening and night) in the open field test and
light-dark preference. The found results show that in both tests, male and female present
behavioral differences, being sensitive to re-exposure, with capacity of learning e controlling
of the circadian cycle. In study Il, was developed a plus-maze with ramp where it was verified
the sensibility of the specie to the apparatus, the profile of response upon re-exposure and the
drug effect. The results revealed sensibility to the apparatus with a height of water column at
8 cm and 5 minutes of session and differences between sex and learning by habituation along
the re-expositions. The pharmacological study indicates that in this apparatus, the specie is
sensitive to anxiolytic and anxiogenic drugs. Finally, we can conclude that Guppy presents
similar behavior and drug responses compatible with the data described to the Zebrafish.
These similarities reinforce the use of fishes as an alternative to the use of mammals in animal

experimentation.

Keywords: Guppy, animal model, circadian cycle, memory, learning, fear, anxiety.



1 APRESENTACAO

1.1 Introducéo

O uso de modelos animais em pesquisa para fins didaticos ou de conhecimento
remonta ao século VI a.C. quando Alcméon de Crotona j& realizava demonstracdes de
Anatomia e Fisiologia Comparada através de dissecacdes com animais vivos (Maehle &
Trohler, 1987). Ap6s Alcméon, outros filésofos-pesquisadores como Aristoteles, Erasistratus,
Galeno e Vesalius também praticaram vivissecgdo e constataram e relataram semelhancas e
diferengas em humanos e outros animais (Greek & Greek, 2000; Reich, 1995). O primeiro
trabalho de grande relevancia envolvendo Biologia Comparada foi apresentado no século
XVII por Wiliam Harvey tendo como tema, a fisiologia circulatdria e envolvia 80 espécies
animais (Reich, 1995).

J& no século XVIII, com o desenvolvimento do pensamento iluminista, na mesma
perspectiva em que os trabalhos ja utilizavam animais como ferramentas de pesquisa, estudos
mais refinados aumentavam e o protesto quanto ao uso destes animais também aumentava
devido a crueldade, principalmente no uso de animais domésticos (Franco, 2013). Porém,
apenas a partir do século XIX, com o avan¢o do conhecimento médico cientificamente
verificado, que a pesquisa com 0 uso animal ndo-humano se mostrou mais eficaz no
conhecimento e tratamento de doencas e as normatizacdes para manipulacdo animal e

minimizagao do seu sofrimento comegaram a surgir (Franco, 2013).

No século XIX e, principalmente no seculo XX, ratos e camundongos passaram a ser
mais utilizados como animais em pesquisa por apresentarem menor apelo popular e uma serie
de facilidades para 0 uso em pesquisa: sdo pequenos, faceis de manipular, baratos e de rapida
reproducdo, entre outras vantagens (Baumans, 2007; Kaliste & Mering, 2007). Os
estabelecimentos das primeiras linhagem de roedores para pesquisa popularizaram seu uso, 0

que prevalece até os dias atuais (Heinrich, 2000).

Contudo, outros animais ndo mamiferos também passaram a ser utilizados como

modelo animal de pesquisa, entre eles os peixes. Ainda em 1900, R. W. Shufeldt ja



apresentava, mediante seus estudos, vantagens fisiologicas que justificariam o uso de peixes
em pesquisas comportamentais devido a elevada acuidade visual e capacidade de
discriminacdo de objetos. Apesar disso, pouco se desenvolveu sobre a pesquisa com peixes
como modelo animal, ao menos até as ultimas trés décadas, quando comecgaram a se destacar
estudos com o peixe-dourado (Goldfish, Carassius auratus), o Zebrafish (Paulistinha, Peixe-
zebra, Danio rerio) e a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Gouveia Jr, Maximino &
Brito, 2006), além do peixe-de-briga-do-Sido (Betta splendens) (Carvalho, Mayer, Walsh-
Monteiro & Gouveia Jr, 2015) e o Guppy (lebiste, Poecilia reticulata, Walsh-Monteiro,
Pragana, Costa & Gouveia Jr, 2014).

1.2 Peixes como modelo comportamental em Neurociéncias

O avanco no uso de peixes como animal de pesquisa, que teve um grande salto a partir
da década de 1980 deu-se, para além das facilidades de manutencdo e manipulacdo, pela
homologia observada nestes individuos quando comparados com humanos e mamiferos nao-
humanos. O Zebrafish, por exemplo, possui homologia de 70% com o genoma humano
(Howe et al., 2013), e tem sido amplamente utilizado em estudos associados a distUrbios
neurocomportamentais (Kalueff, Stewart & Gerlai, 2014). Schartl (2014) expbe que apesar
das diferencas anatémicas, existe semelhanca molecular suficiente para o uso de peixes como
modelo animal de pesquisa. Neste mesmo sentido, Mathur & Guo (2010) revelam que estudos
comparativos de neuroanatomia apontam grandes similaridades funcionais entre o encéfalo de
peixes e humanos. Algumas destas homologias podem ser exemplificadas pelo palio medial e
0 palio lateral de peixes que possuem como equivalentes, em mamiferos, a amigdala e o

hipocampo, respectivamente (Portavella & Vargas, 2005).

Este interesse no uso de peixes como animal experimental deu-se também pela
possibilidade do uso destes animais como instrumentos para simulacdo comportamental de
situacbes semelhantes as que ocorrem em humanos, atraves de experimentos controlados.
Desta forma, as indugdes por exposicao, de determinados comportamentos em peixes, como
por exemplo: ansiedade, depressdo e memdaria, permitem ao pesquisador, explorar possiveis
formas de tratamento, principalmente os que fazem uso de farmacos (Willner & Mitchell,
2002).



Em uma extensa revisao, Gouveia Jr e colaboradores (2006) apresentam as vantagens
de se utilizar peixes como modelo de estudos etoexperimentais. Segundo os autores, como 0s
peixes utilizados em pesquisa geralmente s&o de pequeno porte, em um aquario tipico pode-se
manter até 25 individuos. Isto resulta na ocupacdo de pouco espaco fisico. Além disso, 0s
aquarios teste também sdo de pequeno porte. Deve-se lembrar também que, os custos e a
manutencdo de peixes sdo consideravelmente menores do que quando se compara a outros
animais, como mamiferos. Além disso, Gouveia Jr e colaboradores (2006) também justificam
a vantagem no uso de peixes pelas suas semelhancas em neuroanatomia e na sinalizagdo
neural, com tetrapodes, inclusive humanos (Guo, 2009; Wang, Takai, Yoshioka & Shirabe,
2006; Setini, Pierucci, Senatori & Nicotra, 2006; Anichtchik, Sallinen, Peitsaro & Panula,
2006; Teraoka, Russel, Regan, Chandrasekhar, Concha, Yokoyama et al., 2004; Wullimann &
Mueller, 2004; Hauptmann, Soll & Gerster, 2002; Kaslin & Panula, 2001; Wullimann, 1998).

Assim, alguns modelos comportamentais utilizados em mamiferos foram adaptados,
enquanto outros foram criados e validados especificamente para estudos em peixes. Entre 0s
modelos comportamentais mais comumente utilizados em peixes, temos o0s testes: do campo
aberto (Riehl, Kyzar, Allain, Green, Hook, Monning et al., 2011; Swain, Sigsta & Scalzo,
2004); do deslocamento vertical (Bencan, Sledge & Levin, 2009; Levin, Bencan & Cerultti,,
2007); da esquiva inibitoria (Garcdo & Mattioli, 2009; De Castro, Lima, de Freitas, Valente,
Dummer, de Aguiar et al, 2009; Faganello, Medalha & Mattioli, 2003); e da preferéncia
claro/escuro (Blaser & Pefialosa, 2011; Maximino, Marques de Brito, Dias, Gouveia Jr &
Morato, 2010; Maximino, Brito, Moraes, Oliveira, Taccolini, Pereira et al, 2007; Serra,
Medalha e Mattioli, 1999).

No teste de campo aberto, como o animal é exposto a um ambiente novo, a tendéncia
é de que, passe mais tempo na periferia do que no centro do aparato. No campo aberto,
mensuram-se: medidas de exploracéo relativas & locomocao, atraves da verificacdo no nimero
de transposi¢cbes entre as &reas do aparato, mas também se pode medir o tempo de
permanéncia do animal no centro ou nas bordas do aparato, o0 que € uma medida de ansiedade.
Em peixes, este modelo tem sido utilizado para verificar o efeito de drogas que atuam,
principalmente, sobre a via dopaminérgica (Bjerke, 2002; Lpez-Patino, Cabral & Zhdanova,
2008).

No teste de deslocamento vertical, mensura-se a escolha, entre 0s niveis mais

superficiais e mais fundos dos aquarios-testes e sua atividade locomotora. Para o Zebrafish,



verificou-se uma tendéncia a explorar mais o fundo do aquario, tendéncia essa asociada a
estados de medo (Gerlai, Lahav, Guo & Rosenthal, 2000). Para Levin e colaboradores (2007),
a escolha pelo fundo no teste de deslocamento vertical, equivale a preferéncia dos roedores
pelas paredes no teste de campo aberto e pelos bragos fechados labirinto em cruz elevado, o
que, segundo 0s autores, sugere que este seja um bom teste para mensuracdo de ansiedade.

Este teste foi utilizado para a verificacao do efeito de drogas, ansioliticas e sedativas.

Bencan e colaboradores (2009) mostraram que clordiazepdxido e diazepam, em altas
doses, geraram efeitos sedativos, caracterizado pela reducdo da atividade exploratéria e
locomotora, no teste de deslocamento vertical com Zebrafish e, em baixas doses, somente o
primeiro induziu efeito ansiolitico, maior resposta locomotora em espagos considerados
anteriormente potencialmente perigosos. No mesmo trabalho, a buspirona ndo produziu

efeitos sedativos, mas sim efeitos ansioliticos.

A esquiva inibitoria € utilizada como modelo para a testagem de aprendizagem nos
animais, sejam eles mamiferos ou peixes. Pode-se expor o animal a um estimulo aversivo
(peso de metal na agua, forte luminosidade, choques na agua, entre outros), medindo entéo
seu comportamento de esquiva e fuga, refazendo o teste apds um periodo, por exemplo de
24h. Quando a resposta emitida no re-teste for uma esquiva referente ao estimulo aversivo
apresentado no re-teste, diz-se que a resposta apresentada € uma esquiva ativa. Ja a esquiva
inibitoria (passiva) ocorre quando o animal evita o estimulo este estimulo. Para Richter-Levin
(2004), o teste de esquiva inibitdria pode ser utilizado para a modulacdo emocional da
memoria. Estudos apontam diferentes receptores na aprendizagem e memoria do
comportamento ansiedade/medo de esquiva, entre eles, temos: dopamina (Faganello et al,
2003) e serotonina (Beulig & Fowler, 2008).

O teste de preferéncia claro/escuro tem sido utilizado na dltima década como
referéncia para o estudo da ansiedade, através da determinacdo da preferéncia por ambientes
escuros por alguns peixes (escototaxia). Serra e colaboradores (1999) demonstraram que 0
Zebrafish, possui preferéncia por ambientes escuros. Em 2005, Gouveia Jr, Zampieri, Ramos,
Silva, Mattioli e Morato, demonstraram o0 mesmo padrdo de preferéncia ao escuro para o
peixe-dourado (Carassius auratus). Variagdes nos aquarios-testes metade claro metade escuro
(50%:50%), para ambiente totalmente claro (branco), totalmente escuro (preto) ou em

diferentes proporcdes entre claro/escuro, com estas e outras especies de peixes teledsteos



(Maximino et al, 2007), sugerem uma preferéncia destes peixes por ambientes escuros, bem

como, aversao por ambientes claros e desconhecidos (Maximino et al, 2010).

Estes resultados permitem sugerir que tais experimentos podem ser utilizados como
modelo do comportamento tipo ansiedade para peixes, como no caso do Zebrafish
considerado animal modelo ndo-mamifero, ndo sé pela semelhanca comportamental, mas

também pelas homologias genéticas, anatdmicas e fisioldgicas existentes.

Especificamente quanto ao comportamento, o teste de preferéncia claro/escuro, e
suas adaptacdes, tem sido aceito como modelo para estudo de medo e ansiedade em diferentes
espécies de teledsteos, por apresentar-se como uma situacdo de conflito de escolha ao animal.
E esta necessidade de avaliacdo do risco ao ambiente por parte dos sujeitos em teste, que pode
Ihes conduzir ao estado de medo ou ansiedade (Kavaliers & Choleris, 2001). Estudos
realizados com diferentes espécies de peixes apontam para respostas comportamentais
defensivas, quando estes sdo expostos a tais condi¢des de conflito em preferéncia claro/escuro
(Riehl et al, 2011; Blaser & Pefialosa, 2011; Maximino et al, 2007; Gouveia Jr et al, 2005;
Serra et al, 1999).

Estudos sobre neuroanatomia funcional, neurofisiologia e neurofarmacologia vém
reforcando os resultados quanto a relacdo ansiedade-escototaxia apresentada por peixes nos
testes de preferéncia claro/escuro (Maximino, da Silva, Gouveia Jr & Herculano, 2011;
Santangelo, Morato & Mattioli, 2001).

Outros trabalhos com peixes, principalmente com o Zebrafish, devido a sua grande
similaridade anatdmica, fisiolégica e molecular com o sistema nervoso de mamiferos (Guo,
2009; Hauptmann et al, 2002; Kaslin & Panula, 2001), demonstraram que os efeitos
psicoativos de algumas drogas, como: etanol (Gerlai et al, 2000), cocaina (LOpez-Patifio et al,
2008), anfetamina (Ninkovic, Folchert, Makhankov, Neuhauss, Sillabert, Straehle et al, 2006),
morfina (Bretaud, Lockwood, Kobayashi, Lin & Guo, 2007) e nicotina (Menelaou &
Svoboda, 2009); afetam igualmente peixes e mamiferos, sejam por induzir comportamentos
estereotipados do tipo ansiogénico, ansiolitico, sedativo ou mesmo relacionados a

hiperatividade locomotora.

Como se pode observar, a literatura revela que no teste de preferéncia claro/escuro,
algumas espécies de peixes apresentam comportamento relacionados a ansiedade que sdo

semelhantes com tendéncia a escototaxia (Maximino et al, 2010; Maximino et al, 2007;



Gouveia Jr et al, 2005; Serra et al, 1999), o que representa um classico mecanismo de defesa

anti-predatoria.

Este comportamento escototaxico parece sugerir, com base nas diferentes espécies e
habitats estudados que, semelhancas neuroanatémicas e neurofisioldgicas (Guo, 2009; Wang
et al, 2006; Setini et al, 2006; Anichtchik et al, 2006; Teraoka et al, 2004; Wulliman &
Mueller, 2004; Hauptmann et al, 2002; Kaslin & Panula, 2001; Wulliman, 1998) sao
conservadas, entre estes animais e entre estes e os tetrapodes, mesmo com tais grupos tendo

sofrido evolucéo divergente, no que diz respeito a luminosidade do ambiente natural.

1.3 O Guppy (Poecilia reticulata)

Considerando a expansao no uso de peixes como animais em pesquisa, optou-se pela
espécie Poecilia reticulata (Guppy, lebiste), linhagem selvagem (figura 1) que possui ampla
distribuicdo na regido Neotropical. Guppies tem como caracteristicas em laboratério o fato de
serem de facil manutencdo e reproducdo, além de apresentarem elevada resisténcia, inclusive
a ambientes contaminados ou mesmo de baixa oxigenacdo (Andrade, Andrade, Boscolo &
Soares, 2005). Dentre as areas de estudo com guppies, destacam-se: genética, (Kong, Li &
Sun, 2014), ecologia (Lindholm, Head, Brooks, Rollins, Ingleky & Zajitschek, 2014), etologia
(Fischer, Harris, Hofmann, Hoke, 2013), desenvolvimento (Liu & Lee, 2014), neurociéncias
(Lazzari, Bettini & Franceschini, 2013; Miletto Petrazinni, Agrillo, Piffer, Dadda, Bisazza,
2012) e comportamento (Kwan, Cheng, Rodd & Rowe, 2013; Maximino et al., 2007), o que

torna o uso da espécie uma estratégia viavel experimentalmente e de baixo custo operacional.



Figura 1. Individuos adultos da espécie Poecilia reticulata. Macho mais colorido, com
nadadeira anal modificada em gonopddio e nadadeira caudal mais desenvolvida. Fonte: Banco
de Imagem do Google.

A tabela 1 apresenta, de maneira ndo exaustiva, alguns trabalhos que utilizaram

Guppy como animal experimental em comportamento e suas principais conclusoes.

Tabela 1. Diferentes experimentos com o uso de Guppy (Poecilia reticulata) como animal de
pesquisa em comportamento.

AnNo Autores

Descricao

Estudo mostrando que individuos que interagiram com co-especificos
em cooperagdo anterior, tendem a lembrar da situagéo e escolher este
parceiro em comparagdo a um desconhecido quando exposto a
presenca de um predador.

Estudo sobre a preferéncia das fémeas por machos mais coloridos que
se apresentam mais corajosos frente a um predador em relacdo a
machos mais opacos e timidos.

Dugatkin
1991 ¢ Alfieri
Godin &
1996 Dugatkin
2002 O’Steen
et al

Estudo demonstrando a selecdo fenotipica e réapida evolugdo de
respostas de fuga em populagdes de alta predacdo quando expostos a
predadores em relacdo a populacdes de baixa predacdo e, também
rpida reducdo da capacidade de fuga quando individuos de alta
predacdo sdo introduzidos em ambientes de baixa predagdo, em poucas
geracgoes.



2009

Kolluru
al

et

Estudo sobre o efeito de infeccBes parasitarias sobre a escolha por
alimentos e acasalamento, onde machos parasitados passavam mais
tempo forrageando do que cortejando as fémeas, sendo o inverso
encontrado nos machos ndo infectados. O estudo sugere que individuos
infectados, por estarem com menor estado energético tendem a
priorizar a busca por alimento do que pela reproducao.

2012

Agrillo
al

et

Estudo com universitarios e guppies expostos a tarefas numéricas
apresentando desempenhos equivalentes na realizacdo de seus testes,
permitindo sugerir que a discriminagdo numeérica cognitiva seja
baseada em uma circuitaria neural simples e que a origem evolutiva
desta habilidade seja anterior a divergéncia teledsteos-tetrapodes.

2013

Ruell et al

Estudo sobre o risco de predacdo e a disponibilidade de alimentos na
ornamentacdo de machos onde, a presenca de sinalizadores quimicos
de predadores retardam o desenvolvimento de pigmentos coloridos,
que sdo pistas visuais ao predador, resultando em adultos menos
coloridos. Por outro lado, a reducdo na oferta de alimentos retarda o
desenvolvimento dos pigmentos, porém o amadurecimento ocorre,
mesmo que tardiamente.

2014

Hockley
etal

Estudo sobre como o tamanho, 0 sexo e a carga parasitaria influenciam
0 micro-habitat de escolha do individuo por ambientes com maior ou
menor turbuléncia e velocidade da agua. Demonstram que individuos
menores tendem a ficar em ambientes de menor velocidade da agua
enquanto que os maiores ficam em locais de maior velocidade. Além
disso, individuos parasitados evitam ambientes de maior velocidade e
turbuléncia. Os autores fazem uma relacdo entre os resultados e a
ecologia dos animais no ambiente natural.

2015

Kent

&

Ojanguren

Estudo sobre o impacto de mudancas agudas de temperatura da agua
(17-32°C) sobre a natacdo de juvenis demonstrando que embora em
maiores temperaturas os individuos tendam a reduzir a velocidade e
permanecer mais tempo no fundo, a sobrevivéncia nestas condi¢bes
parece indicar o sucesso da espécie na invasdo de outros ambientes.

2015

Volkova
et al

Estudo sobre o efeito da contaminacdo ambiental por estrogenos
demonstrando que esta contaminacdo pode induzir alteracbes
comportamentais nos individuos expostos e modificacdes hereditarias,
provocando maior estado ansioso nos individuos, inclusive nas
geragOes seguintes

2016

Chuard
al

et

Estudo competicdo intrasexo por parceiros reprodutivos em ambientes
com alto e baixo risco de predacdo. Em ambientes de alta predacéo os
machos apresentaram taxas de agressdo mais baixas se comparados aos
de ambiente de baixo risco de predagéo, contudo, nos dois ambientes o
comportamento de corte as fémeas e tentativa de acasalar nao
diferiram.




1.4 Focos deste estudo

Os modelos animais que estudam doencas psicopatoldgicas humanas visam
desenvolver para depois poder menusar sintomas semelhantes aqueles expressados em
humanos, a fim de que se possam compreender melhor os aspectos que envolvem tal
patologia. Contudo, a criacdo de modelos animais validos para doengas psicopatologicas ndo
tem sido facil. A natureza subjetiva dos sintomas a serem tratados tem sido a maior
dificuldade para criacdo desses modelos. Além disso, revisdes tem relatado que determinados
transtornos podem ser uma condicao estritamente humana, sendo, portanto, muito dificeis de

serem projetados para modelos animais validos (Willner, 1991).

Para que um modelo se torne valido, este deve passar por um processo extenso de
validagcdo. Willner (1991) adotou trés critérios para a validacdo de um modelo animal:
validade de face (que se refere ao grau de semelhanca entre o que se pretende simular),
validade preditiva (0 modelo utilizado deve ter a capacidade de previsdo do que se espera
simular) e validade de construto (se os dados obtidos com o modelo fazem referéncia ao que
se pretende estudar).

O uso de modelos animais, em especial através de peixes, segundo Gouveia Jr e
colaboradores (2006) é uma boa alternativa para o estudo de drogas e condi¢fes que alteram o
comportamento em casos onde o estudo in vitro ou clinico ndo é possivel devido a
impedimentos técnicos, éticos ou formais. Como ja apontado acima, peixes como o Guppy e 0
Zebrafish tém sido amplamente utilizados em diferentes abordagens experimentais para o

estudo do comportamento.

Neste estudo foram abordados diferentes protocolos experimentais em
comportamento, sejam eles classicos ou inéditos, utilizando o Guppy como animal de

referéncia, tendo como temas centrais: ritmicidade bioldgica, ansiedade e medo.

A primeira parte deste estudo (Estudo I) foi voltada a relacdo entre a ritmicidade de
guppies e seu comportamento manifestado em diferentes turnos do dia. Estudos em geneética
comparativa revelam que todos os organismos apresentam um perfil ritmico em suas
atividades, independentemente se sdo mais simples, como unicelulares ou os mais complexos
pluricelulares (Bell-Pedersen, Cassone, Earnest, Golden, Hardin, Thomas et al, 2005). Esta

ritmicidade bioldgica faz uso de informagdes ambientais, como marcadores exdgenos para
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ajustes corporais, sejam eles fisiolégicos ou comportamentais (Miller & Takahashi, 2014).
Em peixes, a informacdo luminosa do ambiente tende a ser captada por fotorreceptores da
retina e da glandula pineal, disparando assim 0s mecanismos neurais de ajustes ritmicos
(Evans, Claiborne & Currie, 2013).

Contudo, em guppies os estudos de fotorreceptores da retina tendem a estar mais
focados na discriminacdo de cores sobre o reconhecimento de parceiros reprodutivos, do que
no efeito da luminosidade sobre a ritmicidade dos individuos. Watson e colaboradores (2010)
mostraram que guppies apresentam nove opsinas diferentes em seus cones, 0 que resulta em
ampla sensibilidade espectral e discriminacdo de comprimentos de onda. Temple (2011)
sugere que toda esta variabilidade de opsinas visuais pode influenciar a escolha de parceiros
reprodutivos. Assim como os estudos citados acima, outros focam a relagdo entre viséo de

cores e reproducéo, ndo explorando a abordagem sobre a ritmicidade bioldgica de guppies.

A segunda parte deste estudo (Estudo I1) esteve focada naquele que é o principal alvo
de estudo com peixes em comportamento: ansiedade e medo. Isto se da, possivelmente pelo
fato de que a ansiedade representa um dos principais distarbios psiquiatricos e abordagens que
envolvam o entendimento da doenca podem contribuir para seu tratamento (Andrade,
Zangrossi & Graeff, 2013). A exploracdo deste tema em peixes € tdo representativa em
relacdo aos demais gque, muitos sdo os testes criados ou adaptados geralmente a partir de

mamiferos roedores (Gouveia Jr et al., 2006).

Contudo, o labirinto em cruz elevado, principal modelo de estudo comportamental em
roedores, ndo possui equivalente piscino. Sendo assim, o que se propds foi a criacdo de um
labirinto em cruz com rampa para peixes que simulasse condi¢Ges equivalente em modelo

existente para roedores.

Além disso, varios estudos apontam a diferencga sexual entre machos e fémeas como
uma varidvel importante a ser considerada e, esse dimorfismo sexual é claramente percebido
nos guppies. Embora uma boa parcela dos trabalhos com estes animais foque o
comportamento de escolha de parceiros reprodutivos (Ruel et al., 2013; Godin & Dagatkin,
1996), aqui o componente sexual serd utilizado para a verificagdo da existéncia ou ndo de
dimorfismo comportamental nas sessdes experimentais que seguem, como no trabalho de

Maximino e colaboradores (2007).
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1.5 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho do Guppy (Poecilia reticulata) em modelos experimentais de
ansiedade: campo aberto, preferéncia claro-escuro e labirinto em cruz com rampa, com vistas

a seu uso como modelo animal piscino alternativo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram condizentes com
os padrdes internacionais de The International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals (NRC, 2004), sob anlise da Comissdo de Etica para Uso Animal da
Universidade Federal do Par4, protocolo n°® 9791220816.

2.2 Coleta e manutencéo dos animais

Todas as fases de estudo resultaram no uso de 576 animais adultos, sendo metade de

cada sexo, uma vez que o dimorfismo sexual da espécie é bastante perceptivel.

Todos os peixes foram coletados com o auxilio de uma rede de fil6 no Igarapé
Santana, localizado no centro urbano do municipio de Tucurui, Para. Além dos peixes, agua

do igarapé também foi coletada para analise de parametros fisico-quimicos (tabela 2).

Tabela 2. Analise de parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos da agua do local de
coleta dos animais.

Parametro / coleta 1* coleta 2* coleta
(marc¢o/2014) (novembro/2014)
Temperatura no local (°C) 27,30 29,10
OD (mg/L) 7,16 5,76
pH 7,02 7,17
DQO (mg/L) 3,10 4,49
DBO (mg/L) 1,85 0,92
Condutividade (uS/cm) 34,30 37,10
NH* (ug/L) 62,97 21,12
NO2 (ug/L) 0,08 0,39
NO (ug/L) 4,23 4,81
PO* (ug/L) 0,97 0,99
Turbidez (NTU) 2,81 1,38
Oleos e Graxas (mg/L) 0,00 0,07

Legenda: OD = oxigénio dissolvido; DQO = demanda quimica de oxigénio; DBO = demanda bioquimica de
oxigénio.
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Ap0s coletados, os animais foram acondicionados em aquarios plasticos de 45L com
agua do proprio igarapé e entdo transportados ao laboratorio. Devido o grande volume de
agua para uma pequena quantidade de peixes por aquarios e a curta distancia entre a area de
coleta e o laboratorio — 8,3Km — ndo foi necessario o uso de aeradores de agua durante este

deslocamento.

J& no ambiente laboratorial a &gua dos animais recém coletados teve sua temperatura,
pH (pHmetro PHS-3E, Even) e niveis de amonia (Kit Amonia Toxica Agua Doce Labcon
Test, Labcon) mensurados, a fim de se comparar as condi¢des limnoldgicas da dgua em que

0S animais se encontravam e a preparada em laboratorio.

Ap0s esta verificacdo, os animais recebiam agua pré-tratada no laboratério para que
houvesse uma equalizacdo entre as condi¢Bes naturais e laboratoriais. Esta aclimatag&o inicial
durou cerca de duas horas. A cada 30 minutos cerca de 20% da &gua da coleta era substituida
por agua pré-tratada no laboratorio. De maneira que ao final de duas horas apenas um

pequeno volume de agua de coleta restava.

No laboratério os animais foram acondicionados em aquarios viveiros de 50L. O
sistema de aeracdo e filtracdo foi constante com compressores de ar (S-2000A, Boyu)
acoplados a filtros bioldgicos. O fotoperiodo era de 12h luz e 12h escuro, como inicio as
6h00. Os parametros da agua eram 0s seguintes: temperatura 27 = 1 °C; pH 7 = 0,2, livre de
cloro (Kit Teste pH e cloro, HTH) e com niveis despreziveis de amdnia e nitrito (Kit Nitrito
Labcon Test, Labcon), sendo estes dois ultimos verificados a cada 48h. Em caso de

necessidade, tais pardmetros eram corrigidos, segundo recomendac¢des da APHA (2012).

A alimentacdo ocorria uma vez ao dia, sempre pela manhd, com oferta de racdo
floculada (TetraColor Tropical Flakes, Tetra, Alemanha) por cinco minutos. Apos este

periodo a racdo ndo consumida era removida.

O intervalo entre a coleta e a realizagdo dos experimentos foi de no minimo trinta dias,
para aclimatacdo dos animais ao ambiente artificial do laboratorio e recuperacdo do estresse

resultante da remocg&o do ambiente natural e transporte (Murty, 1988).

Os animais dos grupos testes eram separados para aquarios ditos pré-testes, a partir do
aquario viveiro, 72h antes do inicio dos experimentos e, tinham a alimentagdo suspensa nas

24h que antecediam o primeiro dia de experimento de maneira que se evitasse assim que a
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possivel saciedade alimentar reduzisse sua exploracdo durante o experimento. A figura 2

apresenta o fluxograma deste a coleta dos animais até 0 momento de seu uso experimental.

A Acli = Aclimataca
climatacao climatacao
Coleta —>» Tl'allSportE e s s § . fant
inicial posteriorx
S > 30dias
§3Km 2h aquario-viveiro
-rede de fil6 -parametros limnologicos :laifigﬁilitz tinua
-aquarios 451 -substituicdo da agua £ o !
: = -fotoperiodo 12/12h
B
Aquario Aquario .
qua 1 Experimento
vivelro pre-teste
> 30dias 72h 24h
-racdo diaria
-aeracao continua -separagao prévia -jejum prévio

-fotoperiodo 12/12h
Figura 2. Fluxo de eventos desde a coleta dos animais in loco até a realizacdo do
experimento. (A) Etapas iniciais desde a coleta até a aclimatacdo dos animais para reducao de
estresse. (B) Etapas de preparacdo dos animais para realizagcdo dos experimentos.

2.3 CondicBes experimentais

Todos os experimentos foram realizados em ambiente com baixo ruido e iluminacao
de 350 lux ao redor dos aquérios-testes. As luminarias eram posicionadas de forma que nédo

houvesse formacdo de penumbra no aparato ou que as lampadas refletissem na agua.

Entre o teste de um animal e outro a 4gua dos aquarios-testes era substituida a fim de
evitar a presenca de possiveis substancias sinalizadoras estressoras, que pudessem vir a

influenciar o animal seguinte a ser testado (Brito, 2011).

No caso do aquario que possuia metade de seu revestimento branco e a outra metade
preta (teste claro-escuro), o mesmo era girando em 180° entre cada teste, para que se evitasse
a possibilidade de condicionamento pelo animal ali testado ou mesmo manifestacdo de

preferéncia lateral com a repeticéo do teste.
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No caso das transposi¢fes ou entradas dos animais em areas distintas dos aquarios-
teste, foi considerada a passagem para 0 outro ambiente quando 2/3 do corpo do animal

estivesse neste outro ambiente.

2.4 Registro e analise dos videos

Todos os testes foram registrados em alta definicdo por filmadoras digitais (DCR-
SR45, Sony e GZ-EX210, JVC) para em seguida serem analisados através do software livre
VirtualDub versdo 1.9.7 (VirtualDub, EUA). Todas as andlises eram realizadas por
pesquisador treinado.

Apbs a analise das variaveis, os dados obtidos eram transcritos para planilhas do
software Excel 2007 (Microsoft Office 2007, Microsoft, EUA), considerando os milésimos de

segundos nas variaveis referentes & medida de tempo.

Para a segunda fase do estudo, que envolveu os testes no labirinto em cruz com rampa,
optou-se por converter 0s valores temporais e de nimeros de entradas obtidos, por valores
percentuais, de maneira que se pudesse padronizar todos os testes para uma escala comum,
uma vez que, como descrito mais adiante, alguns testes foram executados em tempos de
sessdo diferentes. A figura 3 apresenta, de maneira esquematica as etapas essenciais da

registro e analise dos experimentos.

[

.
ﬂ 1. registro em HD
s

Guppy/Lebiste - -

(Poecilia reticulata)

2. analise dos videos e e v Wod
3. transcri¢do de dados 3 i - :

l 4. analise estatistica: ANOVA
(SPSS Statistics 20.0 - IBM)

|
a&
£ | KO |

Figura 3. Sistematizacao geral das etapas experimentais de registro e analise de dados.
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2.5 Analise estatistica

Para a anélise estatistica foi utilizado o software SPSS Statistics versdo 20.0 (IBM
corp, 2010, EUA). Inicialmente foram obtidos dados de média aritmética e erro padrdo, como
valores de referéncia. O passo seguinte foi a determinacdo do perfil de normalidade das

amostras atraveés do teste de Shapiro-Wilk.

De acordo com as variaveis analisadas e o resultado do teste de normalidade, foram
utilizados os testes: ANOVA/MANOVA,; Kruskal-Wallis; t de Student ou Mann-Whitney.

Foi aplicado como pos-teste o teste Tukey.

Para os testes estatisticos, foi admitido um nivel de confiabilidade de 95% ou valor de
p=<0,05.
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3 ESTUDO |

3.1 Introducéo

Todos o0s organismos manifestam oscilagbes bioquimicas, fisiologicas e
comportamentais ritmicas que variam em funcdo de um temporizador enddgeno
evolutivamente conservado e de elevada vantagem adaptativa aos individuos (Elbaz, Foulkes,
Gothif & Appelbaum, 2013). Estudos em genética comparada entre organismos uni e
pluricelulares revelam que mesmo os seres mais simples apresentam caracteristicas

fisiol6gicas e metabdlicas ritmicas (Bell-Pedersen et al., 2005).

Esta ritmicidade, filogeneticamente incorporada em todos os niveis de organizacéo dos
seres vivos é fundamental para a sobrevivéncia dos individuos (Dunlap, 1999) e tende a usar o
ciclo ambiental claro-escuro como uma sugestdo confiavel para ajustes biogquimicos,
fisiologicos e comportamentais (Miller & Takahashi, 2014). Este ciclo luminoso diario
influencia diretamente o nicho ecoldgico dos individuos, podendo explicar, em partes o
porqué de parte dos roedores tender a exercer suas atividades a noite, enquanto que humanos

realizam as atividades preferencialmente de dia.

Em mamiferos, o ndcleo supra-quiasmatico do hipotdlamo (NSQ) representa o
principal oscilador temporal do organismo, uma vez que sua atividade tende a ser regulada
pelos niveis de luminosidade do ambiente (Granados-Fuentes & Herzog, 2012). O NSQ
possui papel fundamental na regulacdo do ciclo sono/vigilia, participando, por exemplo da
regulacdo da producdo e liberacdo de melatonina pela glandula pineal e de outros
neuropeptidios e monoaminas cerebrais (Morris, Aeschbach & Scheer, 2012). Em peixes, 0
NSQ e as células fotorreceptoras da glandula pineal parecem estar envolvidas na regulacdo da
ritmicidade bioldgica, como ocorre com 0s demais vertebrados (Evans, Claiborne & Currie,
2013; Vatine, Vallone, Gothilf & Foulkes, 2011; Faraco, Appelbaum, Marin, Gaus, Mourrain
& Mignot, 2006).

Uma grande parcela dos trabalhos sobre ritmicidade bioldgica em peixes nos ultimos

anos utiliza o Zebrafish. Estes trabalhos mostram que o Danio rerio comega a exibir um ritmo
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estavel de atividade locomotora no periodo diurno, ainda em estagios larvais, 0 que se
mantém na vida adulta (Tovin et al., 2012; Hurd & Cahill, 2002). Tovin e colaboradores
(2012) perceberam que o padrdo de atividade locomotora dos animais é afetado diretamente
pelo ciclo claro/escuro. Parte dos animais testados, expostos a iluminagdo constante,
revelaram-se invariavelmente ativos, o que levou a perda completa de seus ritmos. Ao mesmo
tempo, o inverso também se mostrou verdadeiro, alguns animais expostos a ambientes sem
nenhuma iluminacdo também apresentaram reducdo da atividade locomotora e consequente
perda dos ritmos (Tovin et al., 2012). Este, entre outros estudos, mostra a evidente
relacdo/integracdo entre os efeitos ambientais, no caso o regime luminoso, e a regulacdo
ritmica endégena, que acaba impactando na fisiologia e comportamento dos animais (Fonken
et al., 2009; Lopez-Olmeda et al, Madrid & Sanchez-Vasquez, 2006).

Em um estudo com Zebrafish em nosso laboratério utilizando o teste de preferéncia
claro-escuro, em diferentes turnos e variacdes de luminosidade, verificou-se que o tempo de
permanéncia nos ambientes claro ou escuro variavam ndo s6 com o regime de luminosidade
em que o animal era exposto, mas também com o turno em que o teste era realizado (Dias,
2014).

Desta forma, compreender como variagdes ambientais ciclicas, afetam temporizadores
bioldgicos dos individuos se apresenta como um conhecimento relevante para identificar, por
exemplo, se a alteracdo de padrdo locomotor do animal é consequéncia de um estado medo-
ansiedade ou um comportamento relacionado a atividade locomotora ritmica do animal no

horario em que a verificacdo esta sendo realizada pelo experimentador.

Como o objeto central aqui é o uso do Guppy como animal de pesquisa
comportamental, compreender se o regime luminoso diario influencia seu comportamento
pode esclarecer, por exemplo, quais turnos do dia se revelam preferenciais para a realizacéo

de experimentos de maneira que falsos positivos ou negativos sejam evitados.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar o comportamento de guppies a exposi¢ao por cinco dias consecutivos nos testes de

campo aberto e preferéncia claro-escuro;
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- Comparar estas respostas entre os turnos de analise: manhd, tarde, noite, madrugada, e

- Comparar se ocorre dimorfismo sexual nas respostas comportamentais encontradas.
3.3 Aparatos e procedimentos
3.3.1 CAMPO ABERTO

Para o teste de campo aberto foi utilizado um aquario plastico circular totalmente
coberto por pelicula plastica fosca atdxica branca neve, com 12cm de altura e 26cm de
didmetro. A coluna d’agua tinha 10cm de altura. No fundo do aquério, duas linhas (branco
gelo) perpendiculares se cruzavam no centro do aparato, onde havia um circulo central
(branco gelo) com érea representando 1/5 da area total de fundo do aquério. Desta forma, o
aparato possuia um circulo central e quatro porcdes periféricas, cada uma representando 1/5

da area total de fundo (figura 4).

10 cm

} 26 cm }

Figura 4. Desenho esquematico do aquério circular utilizado para os testes de campo aberto.

A sessdo teste iniciava com a insercéo do animal no centro do aparato e tinha duragéo

de 15 minutos. O campo aberto permitiu mensurar 0 comportamento motor dos animais em
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duas relacOes: centro-periferia e periferia-periferia, através do tempo total nestes

compartimentos e 0 nimero de transposi¢des entre os compartimentos (Carvalho et al., 2015).

3.3.2 PREFERENCIA CLARO-ESCURO

Para o teste de verificacdo de preferéncia claro-escuro foram utilizados trés aquarios
diferentes, porém com dimensdes iguais: 45cm de comprimento, 10cm de largura e 15cm de
altura, adaptados do modelo proposto por Serra, Medalha e Mattioli (1999). A porc¢éo central
do aquério possuia uma camara de 5cm de largura, denominada cdmara de habituagdo. Os trés
aquarios foram forrados com pelicula plastica fosca atdxica preta e branca neve, sendo: um
aquario totalmente branco, outro totalmente preto e um terceiro, metade branco e metade

preto (figura 5). A coluna d’agua era de 10cm.

Para a realizacdo do teste, o animal era colocado na camara de habituacdo e, ap0s
cinco minutos, as portas corredicas que delimitam a cdmara eram removidas e por 15 minutos
se registrava o numero de transposic6es do animal pela linha média do aparato e o tempo total

de permanéncia em cada lado do aparato (Maximino et al, 2010).

— 5em

ol I Py

10cm

wls /

15cm

Figura 5. Desenho esquematico dos aquérios retangulares utilizados par os testes de
preferéncia claro-escuro. Adaptado de Maximino et al. (2007).



3.3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os individuos foram testados em grupos separados por sexo, turno e aparato. Os
turnos e seus respectivos periodos de experimentacdo foram: a. Diurno (8h00 as 10h30); b.
Vespertino (14h00 as 16h30); c. Noturno (20h00 as 22h30); d. Madrugada (2h00 as 4h30).

Cada animal foi testado uma vez ao dia, por cinco dias consecutivos. Foram utilizados
animais ingénuos (a primeira exposic¢ao teste) quanto a testes experimentais para cada um dos

grupos (n = 6 individuos), conforme a tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Descricdo dos grupos experimentais para os testes de campo aberto e preferéncia

claro-escuro (n=6; n total = 192).

Sexo Turno

Teste

Manha (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Tarde (n=24)

Macho (n=96)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Noite (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Madrugada (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Manhé (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Tarde (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Fémea (n=96)

Noite (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)

Madrugada (n=24)

Campo Aberto (n=6)
Claro-Escuro (n=6)
Claro-Claro (n=6)
Escuro-Escuro (n=6)
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Nos turnos noturno e madrugada, devido a auséncia de iluminacgéo natural, os animais

eram removidos dos aquarios pré-teste, apenas no instante em que eram realizados 0s testes

no ambiente iluminado, conforme descrito acima.

3.4 Resultados

3.4.1 CAMPO ABERTO

As analises obtidas quanto ao tempo nos compartimentos periféricos ou central para o

experimento em campo aberto revelou que, em todas as situagdes (sexo, turno e repeticdo do

teste) houve preferéncia clara pelos compartimentos periféricos. Contudo, tal preferéncia

temporal ndo diferiu em relacdo ao sexo, ao turno de realizacdo do teste ou mesmo a

reexposicédo (figuras 6 e 7).
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Figura 6. Tempo no compartimento para 0s grupos de machos testados no aquario em campo
aberto nos diferentes turnos. Legenda: *, p < 0,01.
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Figura 7. Tempo no compartimento para 0s grupos de fémeas testadas no aquario em campo
aberto nos diferentes turnos. Legenda: *, p <0,01.

Ja com relacdo as transposi¢des foram encontradas diferencas entre 0s sexos para a
ambulacdo na periferia [F(39,200) = 6,188, p = 0,014] e a ambulacéo total [F(39,200) = 4,844,
0,029]. Também foram encontradas diferencas devido a reexposi¢do na ambulacdo periférica
[F(39,200) = 7,513, p < 0,001] e ambulag&o total [F(39,200) = 6,559, p < 0,001] (figuras 8 e
9).



Machos - Campo Aberto, manhi

Machos - Campo Aberto, noite

200
180 180
160 160
3 1o 31w
H - s y
120 | Amemeo P SN / g120
- —R S
= 100 —_ ~ S/ = 100
3 NN S ]
o 80 L7 g 80
H N g
; El
/g 60 Z o
40 40
” ._’-Q——"q/. » —— -
>~— —— —e
0 0
1° teste 2°teste 3% teste 4° teste 5% teste 17 teste teste 3% teste 47 teste 3 teste.
Machos - Campo Aberto, tarde Machos - Campo Aberto, madrugada
200 200
180 180 s
- S
160 - B
160 N \‘
140 3w A S
z o
E 1o _—— g 10 - _—
& T g
3100 - S = 100
g ~ L Te=a 3
3
g w —_—— el g %
Z TN g
60 o ~ Z 60
40 40
20 10
P — — —— -
0 0
17 teste 2° teste 3% teste 4° teste 5 teste 17 teste 27 teste. 39 feste 4° teste 57 teste

Figura 8. Numero de entradas para os grupos de machos testados no aquario em

aberto nos diferentes

200

Ge
B E & @
5 2 B

2

@
=3

Nimero de Transposigdes
o =
2z 2

===h-==- total

turnos.

Fémeas - Campo Aberto, manhi

Nimero de Transposigdes
=
2

— - — periferia

—e—— cenfro

Fémeas - ‘Campo Aberto, noite

20 — e ———— 20
0 0
1° teste. 2° teste 3° teste: 4% teste 5% teste 1° teste 2° teste 3° teste. 4% teste. 5° teste.
Fémeas - Campo Aberto, tarde Fémeas - Campo Aberto, madrugada
200 200
180 180
160 160
2 - -~
LW . g o ﬁ- .
2. ) g 120 - O S
- 120 \\ E ~ "‘_\
i —
£ 100 NN & 100 ~ e,
e » 4 ~
iw N el g w
“ s - —_ — 2 60
40 40
20 - 5 o —4 20 - .
- —— k4
0 0
1° teste 2 teste 3° teste 4° teste 5° teste 1" teste teste 3 teste 4" teste " teste

---k---- total

— -& — periferia

—e— centro

24

campo

Figura 9. Numero de entradas para os grupos de fémeas testadas no aquario em campo aberto

nos diferentes turnos.



25

Com relagdo aos quatro turnos de realizacdo dos experimentos, foram encontradas
diferencas nas trés variaveis de ambulacdo: periferia [F(39,200) = 7,768, p < 0,001], central
[F(39,200) = 4,978, p = 0,002] e total [F(39,200) = 7,288, p < 0,001]. N&o foram encontradas
diferengas na interacdo entre as varidveis sexo, turno e reexposicdo para as transposicées de

ambulacao.

O teste post-hoc revelou diferencas na ambulacdo na periferia entre manhd e
madrugada (p = 0,002), tarde e madrugada (p < 0,001) e noite e madrugada (p = 0,002). Para
a ambulagdo central, o pos-teste indicou diferencas entre manhd e noite (p = 0,001). Assim
como para a ambulacdo na periferia, a ambulacdo total apresentou diferencas entre a

madrugada e os demais turnos: manha (p = 0,007), tarde (p < 0,001) e noite (p = 0,001).

Quanto as reexposicdes, 0 pos-teste indicou diferencas na ambulacdo periférica entre o
primeiro dia, e: terceiro dia (p = 0,004), quarto dia (p < 0,001) e quinto dia (p < 0,001).
Resultados semelhantes foram encontrados para a ambulacdo total entre o primeiro dia, e:
terceiro dia (p = 0,009), quarto dia (p = 0,001) e quinto dia (p < 0,001).

3.4.2 PREFERENCIA CLARO-ESCURO

Aos animais testados nos aquérios metade branco e metade preto, ndo foram
encontradas preferéncias pelo ambiente claro ou escuro. Foram encontradas diferencas
estatisticas globais na comparagdo entre os sexos para as transposicdes no aparato [F(39,200)
= 6,489, p = 0,012]. Também foram encontradas diferencas globais quanto ao tempo de
permanéncia e o numero de transposi¢des para as variaveis referentes ao turno de realizagdo
do teste (tempo de permanéncia: [F(39,200) = 3,407, p = 0,01], transposic¢des: [F(39,200) =
14,350, p < 0,001]) e reexposicéo ao aparato (tempo de permanéncia: [F(39,200) = 2,908, p =
0,036], transposicdes: [F(39,200) = 6,067, p = 0,01]) (figuras 10-13).

A interacdo sexo e turno de realizagdo do experimento também revelou diferencas para
o0 tempo de permanéncia [F(39,200) = 4,616, p = 0,004] e o numero de transposicdes
[F(39,200) = 3,563, p = 0,015]. J& a interacdo entre o0 turno e a reexposicdo sO indicou

diferencas para o tempo de permanéncia [F(39,200) = 1,785, p = 0,05].
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A andlise do pds-teste para a reexposicdo ao aparato indicou diferencas no tempo de
permanéncia entre o primeiro dia de teste e: o terceiro (p = 0,018), o quarto (p = 0,031) e 0
quinto (p = 0,029). J& o pobs-teste da reexposicdo ao aparato quanto ao ndmero de
transposicdes entre o primeiro dia e os demais dias revelou p < 0,001 em todas as ocasides.

O pos-teste referente ao turno de realizacdo do experimento indicou diferencas para o
numero de transposicBes entre os turnos: manha x tarde (p = 0,011), tarde x noite (p = 0,001)

e noite x madrugada (p = 0,044).
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A andlise dos animais testados nos aquérios totalmente brancos revelou diferencas
globais no tempo de permanéncia para: sexo [F(39,200) = 12,949, p < 0,001], turno de
realizacdo do teste [F(39,200) = 10,023, p < 0,001] e na interacdo entre sexo e turno de
realizacdo do teste [F(39,200) = 2,711, p = 0,046]. Machos e fémeas diferem no pds-teste para
os turnos da manhd (p = 0,002) e da noite (p = 0,005). Para as fémeas foram encontradas
diferengas no pds-teste entre 0s turnos manhd x madrugada (p < 0,001). Ja para os machos a

diferenga foi entre manhd x noite (p = 0,012) (figuras 14 e 15).
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Quanto ao namero de transposi¢fes no aquario 100% branco, foram encontradas
diferencas nas variaveis: reexeposicdo [F(39,200) = 11,846, p < 0,001] e turno [F(39,200) =
8,012, p < 0,001], aléem da interacdo entre reexposicdo e turno de realizacdo do teste
[F(39,200) = 1,807, p = 0,049]. Na analise pds-teste as fémeas apresentaram diferengas na
reexposicao entre o primeiro dia e o terceiro (p = 0,001) e também com o quinto (p < 0,001).
Para os machos a diferenca foi entre o primeiro e o quinto dia (p = 0,015) e entre o terceiro
dia e 0 segundo (p = 0,009), quarto (p = 0,008) e quinto dia (p < 0,001) (figuras 16 e 17).

Também foram encontradas, na analise global, diferencas no pos-teste na comparacao
do primeiro teste (primeira exposi¢do) do turno da manha com os demais: tarde (p < 0,001),
noite (p < 0,001) e madrugada (p < 0,001). Isto se repetiu na 22 reexposicdo entre manha x
noite (p = 0,008) e manhd e madrugadas (p = 0,004) e, também na 42 reexposicao (5° teste)

entre manha x tarde (p = 0,031) e manh& x madrugada (p < 0,001).
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Figura 17. NUmero de transposicGes para os grupos de fémeas testadas no aquério claro-claro
nos diferentes turnos.

Para os animais testados nos aquéarios totalmente escuros, para 0 tempo de
permanéncia foram encontradas diferencas apenas na variavel turno [F(39,200) = 5,479, p =
0,001]. Para as demais ndo foram encontradas diferencas. A interacdo entre sexo e turno de
teste também indicou diferenca [F(39,200) = 3,459, p = 0,017. Machos e fémeas diferiram no
pos-teste apenas no primeiro dia de teste (p = 0,046), indiferente do turno (figuras 18 e 19)

O poés-teste também indicou diferencas no tempo de permanéncia para fémeas,
indiferente do dia entre: manha e noite (p < 0,001) e noite e madrugada (p = 0,022). Para 0s

machos esta diferenca so6 foi encontrada entre manh& e madrugada (p = 0,009).



Tempo no Compartimento (seg)
g 8 8 & 3 8 8

g,

Q5
-
H
S
g

g

Machos - Escuro-Escuro, manha

1° teste 2% teste 3% teste 4° teste 5% teste
Machos - Escuro-Escuro, tarde
1
1% teste 2° teste 3% teste 2 teste 5° teste

ato (seg)

Tempo no Compartime
= w

Tempo no Compartimento (seg)
o w w

Machos - Escuro-Escuro, noite

ﬂ

1° teste 2° teste 3° teste 47 teste 57 teste

Machos - Escuro-Escuro, madrugada

17 teste 2° teste 3 teste

4° teste 57 teste

O esquerda W direita

32

Figura 18. Tempo no compartimento para os grupos de machos testados no aquario escuro-
escuro nos diferentes turnos.
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Figura 19. Tempo no compartimento para os grupos de fémeas testadas no aquario escuro-
escuro nos diferentes turnos.



33

Quanto ao numero de transposicdes nos aquarios totalmente escuros, foram
encontradas diferencas nas variaveis: sexo [F(39,200) = 5,048, p = 0,026], reexposi¢édo
[F(39,200) = 17,289, p < 0,001] e turno [F(39,200) = 15,062, p < 0,001]. A interacdo entre
variaveis sexo e turno indicou [F(39,200) = 8,240, p < 0,001]. O pos-teste indicou diferencas
globais entre o primeiro teste e as demais reexposicdes: segundo teste (p < 0,001), terceiro
teste (p < 0,001), quarto teste (p < 0,001) e quinto teste (p < 0,001) (figuras 20 e 21).

Considerando apenas as fémeas, estas diferencas ocorreram em todas as reexposicoes
considerando o primeiro teste com o segundo (p < 0,001), o terceiro (p < 0,001), o quarto (p <
0,001) e o quinto teste (p < 0,001). Para os machos sé houveram diferencas entre o primeiro
dia e o terceiro (p < 0,001), quarto (p < 0,001) e quinto (p < 0,001). Enguanto as fémeas nédo
apresentaram diferencas entre os turnos, 0s machos revelaram diferencas entre: manha x tarde
(p < 0,001), manh& x noite (p < 0,001), tarde x noite (p < 0,001) e noite x madrugada (p <
0,001). Machos e fémeas diferiram significativamente apenas no turno noite (p < 0,001) para

0 nimero de transposicoes.
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Figura 20. NUmero de transposi¢des para os grupos de machos testados no aquario escuro-
escuro nos diferentes turnos.
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Figura 21. Numero de transposicdes para 0s grupos de fémeas testadas no aquario escuro-
escuro nos diferentes turnos.

3.5 Sintese dos resultados do Estudo |

A tabela 4 abaixo apresenta uma visao geral e sintética dos resultados globais
encontrados no Estudo I, considerando os testes realizados e as varidveis manipuladas.

Apenas os resultados com significancia estatistica séo apresentados.



Tabela 4. Sintese dos principais resultados obtidos na aplica¢do dos testes em campo aberto e

preferéncia claro-escuro.

Teste/Variavel

Sexo

Turno

Reexposicdo

Campo Aberto

Claro-Escuro

Claro-Claro

amb. periférica
(fémeas < macho)
amb. total
(fémeas < macho)

transposicoes
(fémeas < macho)

tempo de permanéncia
(fémeas < macho)

amb. periférica

(madrugada > demais)
amb. central

(madrugada > demais)
amb. total

(madrugada > demais)

tempo de permanéncia
(manhd + escuro)
transposicoes
(todos |)

tempo de permanéncia
(m: noite > manh@)
(f: madrugada > manha)

amb. periférica

(repetigdo |)
amb. total

(repeticdo |)

tempo de permanéncia

(repetigdo |)
transposicoes

(repetigdo |)

transposicoes
(repeticéo |)

transposicoes
(todos |)

tempo de permanéncia
(m: madrugada > manha)
(f: noite > manh& e madrug)
transposicoes

(todos |)

transposicoes
(fémeas < macho)

transposicoes

Escuro-Escuro -
(repetigdo |)

3.6 Discussao

Os resultados aqui encontrados nos testes tanto em campo aberto como no set de
aquarios do teste claro-escuro revelam duas respostas bastante claras: 1. Independente do
teste, machos apresentam comportamento motor (ambulagdo e transposi¢Ges) maior do que
fémeas; 2. A reexposicdo ao aparato faz com que este comportamento motor diminua,
progressivamente do primeiro ao quinto dia de teste, indiferente do sexo.

O comportamento motor superior dos machos em comparacdo as fémeas aqui parece
estar associado a conceitos reprodutivos estabelecidos desde a década de 1990 para Poecilia
reticulata (Godin & Dugatkin, 1996; Magurran. & Seghers, 1994a; Magurran & Seghers
1994b): machos forrageiam o ambiente ndo s6 por recursos energéticos mas também pela
busca de fémeas. Ao encontra-las, estes machos podem assediar as fémeas com mais de uma
tentativa de acasalamento por minuto (Magurran & Seghers 1994b).

Esta coercdo sexual dos machos sobre as fémeas faz com que as desinteressadas em
reproduzir fujam dos machos por longos periodos, o que tende a resultar em ajustes
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fisioldgicos para aumento da atividade locomotora e de desempenho aerdbico, mas também
de gasto energético e necessidade de recursos alimentares (Killen, Croft, Salin & Darden,
2016). Em laboratdrio, optamos por separar machos e fémeas em aquarios-viveiros diferentes
a fim de controlar o comportamento reprodutivo impedindo a resposta agressiva entre machos
na disputa por fémeas, uma vez que frequentemente as brigas provocavam mortes (Chuard et
al, 2016). Assim, considerando o periodo de aclimatacdo minimo dos animais coletados e a
manutencdo dos mesmos no laboratério até a realizacdo dos experimentos, é possivel que a
reducdo da atividade locomotora das fémeas, em relacdo aos machos, naturalmente mais
exploradores, possa ter sido influenciada pela perda, por parte das fémeas, de parte ou total
adaptacdo fisioldgica motora existente no ambiente natural aonde o assédio ndo é controlado.

Além do assédio e da maior taxa de forrageio por machos, estudos da década de 1990
também demonstraram que machos mais coloridos e que se expunham mais a atividade
locomotora de aproximacdo ao predador eram aqueles preferencialmente escolhidos pelas
fémeas para reproducdo (Godin & Dugatkin, 1996).

Nesta espécie, como em muitas espécies de vertebrados, a coloracdo e o brilho
presente nos machos representa um fenétipo de atracdo as fémeas, caracterizando assim um
mecanismo de selecdo natural por selecdo sexual. Contudo, machos mais coloridos em
ambientes mais transllcidos estdo mais expostos ao risco de predacdo (Ruell et al, 2013), dai
a necessidade de associar a elevada locomocéo caracteristica dos machos com a necessidade
de prevenir-se defensivamente a ambientes de menor exposicéo.

Outro aspecto ecoldgico importante, porém indiferente ao sexo estd no fato das
populacdes de Guppy serem divididas em dois grupos: alta predacdo e baixa predacédo
(Magurran, 2005). Os individuos de alta predacdo sdo aqueles que estdo em ambientes a
jusante dos rios e coexistem com peixes predadores e, 0s machos tendem a ser menos
coloridos (Rodd & Reznick, 1997). Ja os de baixa predacao sdo aqueles que vivem a montante
dos rios ou em corpos d’agua 1énticos, oS machos sdo mais coloridos e 0 ambiente ndo possui
predadores (Rodd & Reznick, 1997). Os animais deste estudo se enquadram em guppies de
ambientes de baixa predacdo, devido ambiente de coleta ser um igarapé de corpo léntico, sem
predadores e com a presenca de outras poucas populacdes de peixes ndo predadores e de
mesmo porte. Esta caracteristica estd de acordo com o comportamento observado nos
individuos onde a ambulacéo e as transposi¢des tornaram-se cada vez menores.

Além dos aspectos ecoldgicos, outras diferencas também devem ser levadas em
consideracdo para a analise da atividade locomotora dos animais aqui estudados. Para Tran e
Gerlai (2013) as diferencas individuais em grupos heterogéneos nos niveis de atividade
locomotora podem interferir no seu desempenho e comportamento. Em seus experimentos,
com Zebrafish, foi verificado que fémeas possuem uma caracteristica locomotora mais
expressiva do que os machos no tanque de mergulho. Porém os machos apresentam essa
mesma caracteristica mais significativa no teste de campo aberto. Isto implica que machos e
fémeas podem se comportar de formas diferentes diante de determinadas tarefas, incluindo
atividade exploratoria, agressividade ou procura de parceiros (Tran & Gerlai, 2013).
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Contudo, esta reducdo geral na atividade locomotora apresentada pode estar
relacionada ao comportamento semelhante a ansiedade manifestado por estes animais nos
primeiros testes por serem expostos a hovos ambientes, 0 que naturalmente tende a revelar
respostas de avaliacdo de risco entre: explorar o novo ambiente e proteger-se no desconhecido
(McNaughton & Corr, 2004). A avaliacdo de risco em si, ja representa um estado estressor,
uma vez que, embora o perigo ndo esteja revelado, ele é possivel e pode se apresentar a
qualquer momento. Isto ocorre, segundo McNaughton & Corr (2004), pelo fato das memorias
e emoc0Oes punitivas dos individuos tenderem a se sobrepor as positivas, o que revela uma
superestimacao de risco.

Entre os conhecimentos acerca das bases neurocomportamentais da ansiedade, o
Sistema de Inibicdo Comportamental parece ser um circuito importante na mediacdo de
respostas comportamentais do tipo aproximacdo ou evitacdo frente a estas supostas situacoes
aversivas. Associado a determinada forma de ativagdo do Sistema de Inibicdo
Comportamental, tém-se o Sistema de Aproximacdo Comportamental e o Sistema de Luta-
Fuga-Congelamento (Gray & McNaughton, 2003). O Sistema de Luta-Fuga-Congelamento,
controla o comportamento do animal sempre que o seu objetivo for se retirar frente a uma
situacdo de perigo. Sua relagcdo com o Sistema de Inibicdo Comportamental ndo é conflitante,
seu objetivo € 0 mesmo: a busca de um lugar seguro para o animal (Gray & McNaughton,
2003). Ja o Sistema de Aproximacdo Comportamental esta relacionado ao comportamento
motivado do animal, na procura de recursos ambientais, como por exemplo, alimento
(Berridge, 2004). Assim, o Sistema de Inibicdo Comportamental avalia situacGes conflitantes,
processando e mediando respostas entre aproximacdo ou evitacdo (Gray & McNaughton,
2003).

Neste estudo, o primeiro dia de testes mostrou que o namero de transposicdes e
ambulacdes dos animais nos aparatos foram mais elevados em relacdo aos demais dias,
provavelmente devido maior ativacdo do Sistema de Inibicdo Comportamental (Gray &
McNaughton, 2003), com uma sobreposi¢do do Sistema de Aproximacdo Comportamental
sobre o Sistema Luta-Fuga-Congelamento. Este contexto tende a provocar um efeito
ansiogénico sobre o comportamento do animal no primeiro dia de teste. Assim,
instintivamente o animal tende a explorar o ambiente, ativando o Sistema de Aproximagéo
Comportamental, mas também ativa o Sistema de Inibicdo Comportamental, que resulta na
resposta ansiosa resultante da apreensdo da possibilidade de perigo em um ambiente
desconhecido (McNaughton & Corr, 2004).

O que se percebe € que ao longo dos demais dias de teste, o Sistema de Inibigo
Comportamental parece sofrer modificacdo progressiva de atuacdo, uma vez que, ja no
segundo dia, 0 numero de transposi¢fes ou ambulacdes é inferior ao primeiro dia de teste,
sendo esta caracteristica mais perceptivel a nos ultimos dias de teste. Acredita-se que ha uma
elevacdo do efeito de aproximacdo (Sistema de Aproximacdo Comportamental) em relacdo ao
efeito de evitacdo (Sistema Luta-Fuga-Congelamento). Desta forma, percebe-se uma reducgéo
do estado ansioso evidenciada pela menor ambulacdo, com habituacdo (Bear, Connors &
Paradiso, 2008). Assim, a experiéncia obtida pelos animais no primeiro dia pela exploracéo
do aparato-teste revela aos animais a auséncia de riscos, que por sua vez resulta
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progressivamente em um desinteresse na exploracdo do aparato por conhecimento ja
estabelecido.

A habituacdo intrassessao com reducdo no numero de transposicdes e ambulacdo no
aparato observada nos guppies também ocorre em outros peixes como 0S peixes-zebra no
decorrer das reexposicdes dos animais aos testes em aquarios claro-escuro (Maximino, da
Silva, Gouveia Jr & Herculano, 2011). J& o inverso é obtido em peixes dourados, onde se
observa um aumento dos cruzamentos, um indicativo de ndo habituacdo ao aparato, que pode
ser interpretado pela tendéncia no aumento do comportamento exploratrio em ambientes que
oferecem pouco risco (Brito, 2011).

Desta maneira, para machos e fémeas de Guppy, a diminuicdo do comportamento
exploratorio observado ao longo dos dias de teste aponta para um mecanismo de controle do
comportamento exploratorio regulado pela novidade do novo ambiente, sendo a diminuigéo
progressiva desse tempo uma tendéncia a partir do momento em que 0 novo deixa de ser a
novidade (Hughes, 1997; O'Keefe & Nadel, 1978). De acordo com teoria do mapa cognitivo,
0 decréscimo progressivo na exploracdo por animais diante de ambientes novos pode estar
ligado a representacdo interna do ambiente que esses constroem na medida em que o ambiente
é explorado, e conforme 0 mapa cognitivo se torna cada vez mais elaborado, um decréscimo
no comportamento exploratério também ocorre (O'Keefe & Nadel, 1978).

Quanto ao tempo de permanéncia, os resultados apresentados no campo aberto
mostram que para ambos 0s sexos, indiferente do turno ou do dia de reexposi¢do a resposta
ansiosa é conservada com o0s animais passando grande parte do tempo na periferia do aquario.
Tal fato pode indicar diferencas nos tipos de medo eliciados por ambos o0s aparatos.

3.7 Concluses

Dado o exposto no presente estudo, pode-se concluir que guppies apresentam
diferencas sexuais no comportamento em ambos os testes e diferenca entre os testes, sendo
sensiveis a reexposi¢cdo, com capacidade de aprendizagem (habituacéo) ao aparato preservada
e controle do ciclo circadiano sobre sua atividade. Isto pode indicar que os testes medem tipos
de afeto diferentes por um lado, enquanto que variaveis bioldgicas relacionadas a ecologia do
animal, como diferencas na atividade locomotora entre 0s sexos, podem controlar as

diferengas encontradas.
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4 ESTUDO II

4.1 Introducéo

Considerando a ansiedade como uma das mais diagnosticadas e emergentes desordens
psiquiatricas, novas abordagens experimentais para diagndstico e tratamento representam
estratégias validas para maior sucesso no entendimento e terapia desta patologia (Andrade et
al, 2013). Entre estas abordagens o uso de modelos animais ndo humanos tem permitido

identificar determinados padrdes conservados evolutivamente (Stewart & Kalueff, 2014).

Algumas destas abordagens experimentais envolvem o uso de modelos animais
vertebrados, com destague aos mamiferos roedores. Neste aspecto, muitos modelos
experimentais utilizados em roedores ja foram adaptados ou inspiraram modelos equivalentes
para peixes, como por exemplo: campo aberto (Walsh-Monteiro et al., 2014; Riehl et al.,
2011), esquiva inibitoria (Gar¢do & Mattioli, 2009), preferéncia claro-escuro (Maximino et al,
2011; Maximino et al., 2010; Blaser & Pefalosa, 2011) e deslocamento vertical (Bencan et al,
2009; Levin et al, 2007). Contudo, o labirinto em cruz elevado é um destes modelos que ainda

ndo possui equivaléncia para peixes.

O labirinto em cruz elevado foi criado por Handley e Mithiani (1984) e validado para
ratos por Pellow, Chopin, File e Briley (1985) e para camundongos por Lister (1990). Sua
estrutura consiste em um aparato geralmente de madeira, suspenso do solo com quatro bracos,
sendo dois abertos e outros dois, opostos entre si, com paredes suspensas nas laterais e no
fundo (Pellow et al., 1985). Quando roedores sdo colocados no centro do aparato para iniciar
0 teste, 0 comportamento tipico consiste em passar a maior parte da sessdo de teste, cerca de
80%, nos bragos fechados, também entrando um maior nimero de vezes nestes bragos. Tal
comportamento € julgado como um indice confidvel de ansiedade, no qual a exploracdo e
tempo nos bracos abertos é inversamente correspondente a ansiedade (Pellow et al., 1985).
Drogas ansioliticas, como benzodiazepinicos e barbituricos, aumentam significativamente o
namero de entradas e 0 tempo gasto nos bragos abertos, assim como substancias ansiogénicas,
como cafeina e anfetamina, reduzem as entradas e o0 tempo gasto nos bragos abertos (Hogg,
1996; Pellow & File, 1986).
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O modelo piscino de deslocamento vertical em aquério transparente representa um
procedimento experimental que se aproxima do labirinto em cruz elevado, por mensurar
niveis de ansiedade e medo, segundo a escolha do animal pela camada mais superficial ou
profunda da coluna d’agua. Em Zebrafish, verificou-se uma tendéncia de escolha ao fundo em
estados de medo (Gerlai et al, 2000). Para Levin e colaboradores (2007), a escolha pelo fundo
no teste de deslocamento vertical, equivale a preferéncia pelas paredes no teste de campo
aberto e pelos bracos fechados no labirinto em cruz elevado, o que, segundo os autores,
sugere que este seja um bom indice de mensuracdo de ansiedade. Em trabalho com Zebrafish,
onde propomos este modelo (Walsh-Monteiro et al., 2016 - submetido) tivemos evidéncias
que o padrdo de exploracdo desta espécie e o efeito de clonazepam e alcool apresenta

semelhangas com os dados do labirinto em cruz elevado em roedores.

De forma similar, o teste de deslocamento vertical foi utilizado para a verificacdo do
efeito de drogas, ansioliticas e sedativas, onde Bencan e colaboradores (2009) mostraram que
clordiazepoxido e diazepam, em altas doses, geraram efeitos sedativos e, em baixas doses,

somente o primeiro induz efeito ansiolitico.

Desta forma, nesta fase do estudo foi proposto o desenvolvimento para o guppy, um
labirinto em cruz com rampa, inspirado no labirinto em cruz elevado de roedores e ja testado
no Zebrafish, considerando o comportamento de evitagéo tipicamente apresentado por peixes
a ambientes novos e rasos e as possiveis implicacdes fisiologicas e farmacoldgicas

relacionadas.

4.2 Objetivos especificos

- Verificar a sensibilidade de guppies ao teste de labirinto em cruz com rampa em diferentes

tempos de sessdo e altura da coluna d’agua;

- Verificar o efeito da reexposicdo de guppies ao teste de labirinto em cruz com rampa em

diferentes intervalos de tempo;
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- Determinar o efeito da exposicdo aguda de drogas sobre guppies expostos ao teste de

labirinto em cruz com rampa, e

- Comparar se ocorre dimorfismo sexual nas respostas comportamentais encontradas.

4.3 Aparatos e procedimentos

4.3.1 LABIRINTO EM CRUZ COM RAMPA

Para esta fase do estudo foram utilizados aquéarios em labirinto em cruz medindo 45cm
de comprimento total por 10cm de largura nos bracos. Cada um dos quatro bracos possuia
17,5cm de comprimento, de maneira que houvesse um compartimento central (&rea central,
sem paredes) de intersecdo entre os bracos medindo 10x10cm. O aquario possuia 15cm de

altura.

Dois bragos opostos possuiam rampas partindo do inicio do braco (fim da area central
e inicio do braco), terminando na parede de fundo do referido brago. A inclinacdo da rampa
era de 18°66°, estando assim a uma altura de 6cm em relacdo ao piso na parede de fundo do
braco (figura 22). Os outros dois bragos opostos ndo apresentavam rampas, sendo

classificados como bragos planos.
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Figura 22. Desenho esquematico do aquario em cruz utilizado nos testes de labirinto em cruz
com rampa.

O teste inicia com a insercdo do animal na area central do labirinto, seguido de

exploracdo livre pelo tempo de sesséo.

4.3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.3.2.1 Sensibilidade ao aparato

Considerando que a expectativa deste estudo é estabelecer um novo protocolo
experimental para peixes que seja equivalente ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para
roedores, inicialmente foram realizados testes de identificagdo de equivaléncias, para isso, as
variadveis utilizadas, foram: altura da coluna d’agua (que influencia diretamente na altura da

lamina d’agua mais proxima da borda da rampa, tornando-as mais rasa ou mais profunda) e
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tempo de teste por sessdo. Desta forma, os grupos formados (n=6; sexo masculino e sexo

feminino), foram (tabela 5):

Tabela 5. Descri¢do dos grupos experimentais para verificagdo do nivel de sensibilidade dos
animais segundo a altura da coluna d’agua e o tempo de realizagdo do teste (n=6; n total =
108).

Sigla do grupo Desc"'@(anozg;) grupo

Macho, 7cm de coluna d’agua e 5 minutos de teste

7em-Smin Fémea, 7cm de coluna d’agua e 5 minutos de teste
Zem-10min Macho, 7cm de coluna d’4gua e 10 m.inutos de teste
Fémea, 7cm de coluna d’agua e 10 minutos de teste
Zem-15min N{acho, 7cm de coluna d’agua e 15 m.inutos de teste
Fémea, 7cm de coluna d’agua e 15 minutos de teste
8cm-5min Macho, 8cm de coluna d’4gua e 5 m.inutos de teste
Fémea, 8cm de coluna d’agua e 5 minutos de teste
8cm-10min Macho, 8cm de coluna d’4gua e 10 m.inutos de teste
Fémea, 8cm de coluna d’agua e 10 minutos de teste
8cm-15min Macho, 8cm de coluna d’4dgua e 15 m.inutos de teste
Fémea, 8cm de coluna d’4agua e 15 minutos de teste
10em-5min Macho, 10cm de coluna d’agua e 5 m.inutos de teste
Fémea, 10cm de coluna d’agua e 5 minutos de teste
. Macho, 10cm de coluna d’agua e 10 minutos de teste
10cm-10min Fémea, 10cm de coluna d’agua e 10 minutos de teste
10cm-15min Macho, 10cm de coluna d’agua e 15 minutos de teste

Fémea, 10cm de coluna d’agua e 15 minutos de teste

4.3.2.2 Reexposicdo ao aparato

Ap0s a determinagdo do tempo de sessdo teste e altura da coluna d’agua que equivalha
ao que se obtém no LCE, foram realizados testes para verificar se a reexposi¢do do animal ao
teste apresenta algum tipo de resposta de habituacdo, modificacdo ou manutengédo
comportamental em relacdo ao comportamento manifestado a primeira exposicdo

experimental.

Para tal, foram formados novos grupos experimentais (n=6, para ambos 0s sexos) para
a realizacdo de cinco exposicoes em diferentes intervalos entre as sessdes (tabela 6). Os

grupos formados nesta fase, foram:
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Tabela 6. Descricdo dos grupos experimentais para verificagdo do efeito da resposta apds a
reexposicdo do animal ao aparato por cinco tentativas em diferentes intervalos de tempo (n=6;
n total = 48).

Sigla do grupo Descric¢do do grupo
30min (n=12) Macho, Reteste em _intervalos de 30 m_inutos
Fémea, Reteste em intervalos de 30 minutos
Macho, Reteste em intervalos de 60 minutos
Fémea, Reteste em intervalos de 60 minutos
Macho, Reteste em intervalos de 120 minutos
Fémea, Reteste em intervalos de 120 minutos
Macho, Reteste em intervalos de 24 horas
Fémea, Reteste em intervalos de 24 horas

60min (n=12)
120min (n=12)

24h (n=12)

4.3.2.3 Efeito de drogas

A terceira e Ultima fase de testes foi associada a verificacdo do efeito agudo de drogas
sobre 0 comportamento dos animais. Para tal, drogas de diferentes efeitos neurobioldgicos,
em diferentes variacfes de concentracdo foram administradas por via hidrica (Magno, Fontes,
Gongalves & Gouveia Jr, 2015).

As drogas foram diluidas em agua filtrada e pré-tratada no laboratério para uso dos
peixes. Em seguida, 0s animais eram expostos, por cinco minutos, a 200mL desta solucdo de
diluicdo da droga em um béquer de vidro de 500mL. As concentracdes farmacoldgicas
utilizadas foram as mesmas apresentadas por Magno e colaboradores (2015).

Considerando que as fémeas possuem maior massa corporal que os machos, foram
utilizadas fémeas com o dobro do peso médio dos machos daquele grupo de exposicdo a
droga e, estas receberam concentracdes também dobradas de drogas, para fins de equalizagédo

da exposicéo farmacologicas nos dois sexos (tabela 7).

Imediatamente ap0s a exposi¢do as drogas os animais eram conduzidos ao teste.
Assim como nos grupos testados anteriormente, foram testados machos e fémeas em grupos

separados (n=6). Os grupos testados, foram:



45

Tabela 7. Descricdo dos grupos experimentais expostos por 5 minutos as drogas e, posterior
realizacéo do teste no labirinto em cruz com rampa (n=6; n total = 228).

- Doses
Uso clinico Droga (mg/L)

Macho: controle negativo
Fémea: controle positivo
Macho: 0,25; 0,50; 1,00; 2,00

Controle (n=12) -

Depressor (n=48) Etanol Fémea: 0,50; 1,00; 2,00; 4,00
e _ Macho: 0,0005; 0,0015; 0,0030
Ansiolitico (n=36) Clonazepam Fémea: 0.0010: 0,0030: 0,0060

Fluoxetina Macho: 0,50; 1,00; 2,00; 3,00

Antidepressivos Fémea: 1,00; 2,00; 4,00; 6,00

(n=96) Imioramina Macho: 0,25; 0,50; 1,00; 2,00

P Fémea: 0,50; 1,00; 2,00; 4,00

Estimulante (n=36) Cafeina Macho: 2,50; 5,00; 10,00

Fémea: 5,00; 10,00; 20,00

4.4 Resultados

4.4.1 SENSIBILIDADE AO APARATO

O estudo inicial com o labirinto em cruz com rampa ndo revelou diferencas estatisticas
significativas tanto para o tempo de permanéncia nos compartimentos quanto para as entradas
nos bragos para as variaveis: sexo, altura da coluna d’agua e tempo de sessdo de teste.
Também ndo foram encontradas interacbes entre estas varidveis. Apenas a analise por
ANOVA de uma via revelou diferencas entre as variaveis intragrupos, tanto para tempo de
permanéncia nos compartimentos ou para 0S percentuais de entradas nos bracos para a

maioria dos grupos testados (figuras 23 e 24).
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Figura 23. Tempo no compartimento para 0s grupos de machos e fémeas testados no labirinto
em cruz com rampa em diferentes alturas de coluna d’agua e de tempos de sessdo. Legenda: *,
p=<0,05;* p<0,01.
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4.4.2 REEXPOSICAO AO APARATO

Apos a determinacdo da sensibilidade da espécie ao labirinto em cruz com rampa, 0s
animais foram reexpostos cinco vezes ao aparato, com duracdo de 5 minutos para cada sesséo-
teste e uma altura de coluna d’agua de 8cm, em diferentes intervalos de tempo. Desta analise,
ndo foram encontradas diferencas nas trés variaveis isoladas: sexo, tempo de intervalo entre as
sessdes e reexposicdes para a variavel tempo na rampa. Contudo, diferencas foram
encontradas nas interagdes entre sexo e tempo de intervalos [F(39,200) = 2,592, p = 0,049] e
sexo e reexposicoes [F(39,200) = 3,666, p = 0,007]. O pos-teste indica diferencas para as
fémeas nos grupos testados nos intervalos de 60 minutos e 24 horas (p = 0,017). Além disso,
machos e fémeas diferiram para o tempo desprendido nos bragos com rampa nos grupos com
intervalos de 60 minutos (p = 0,015). Tambeém foram encontradas diferencas entre machos e
fémeas, para todos os intervalos no primeiro (p = 0,004) e quarto teste (p = 0,037) (figuras 25
e 26).

Nenhuma diferenca foi encontrada no tempo de permanéncia nos bragos planos.

Para 0 tempo de permanéncia na area central do labirinto, foram encontradas
diferencas apenas para a interacdo sexo e reexposi¢do [F(39,200) = 3,607, p = 0,007]. No pos-
teste tais diferencas foram encontradas entre o primeiro e 0 quinto teste (p = 0,004) para as

fémeas. Para os machos ndo foram encontradas diferencas.
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Figura 25. Tempo no compartimento para os grupos de machos reexpostos no labirinto em
cruz com rampa e testados em diferentes intervalos de tempo.
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Figura 26. Tempo no compartimento para 0s grupos de fémeas reexpostas no labirinto em
cruz com rampa e testados em diferentes intervalos de tempo.

Foram encontradas diferencas no nimero de entradas nos bragos planos segundo a
reexposicdo ao labirinto [F(39,200) = 4,292, p = 0,002]. Também foram encontradas
diferencas na interagé@o entre a reexposicéo e o tempo de intervalo entre sessdes [F(39,200) =
2,515, p = 0,004] (figuras 27 e 28). No pos-teste, fémeas diferem nas reexposicdes entre o
primeiro e quinto teste (p = 0,033), assim como 0s machos (p = 0,045). Para ambos 0s sexos,
qguando analisados conjuntamente, sdo encontradas diferencas nas reexposi¢cOes para
intervalos de 120 minutos entre: primeiro e quarto (p = 0,014), primeiro e quinto (p <0,001) e
segundo e quinto teste (p = 0,002).

Quanto ao numero de entradas nos bragos com rampa, foram encontradas diferencas

na reexposicdo [F(39,200) = 3,974, p = 0,004] e na interacdo entre reexposicoes e intervalos
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de sessdo [F(39,200) = 2,907, p = 0,001]. No pos-teste, machos diferem nas reexposicoes
entre o primeiro e segundo (p = 0,042) e primeiro e quinto teste (p < 0,001). Para fémeas nédo
foram encontradas diferengas. Analisando conjuntamente ambos 0s sexos, sdo encontradas
diferencas nas entradas nos bracos com rampa para 0s grupos testados com intervalos de 120
minutos entre os testes para o primeiro e quarto (p = 0,028), primeiro e quinto (p < 0,001) e
segundo e quinto teste (p = 0,002). Também foram encontradas diferencas entre 0s grupos
testados com intervalos de 120 minutos e 24 horas no primeiro teste (p = 0,045), segundo (p =
0,032), quarto (p = 0,038) e quinto teste (p = 0,026).

Assim como para 0s bracos planos e com rampa, o nimero de entradas totais também
revelou diferencas para a reexposicao [F(39,200) = 4,439, p = 0,002] e a interacdo entre
reexposicOes e intervalos de sessdo [F(39,200) = 2,913, p < 0,001]. No pds-teste para 0s
machos existe diferenca na reexposi¢édo entre o primeiro e o quinto (p = 0,003) e o terceiro e 0
quinto teste (p = 0,03). Para ambos o0s sexos, 0s grupos testados com intervalos de 120
minutos entre sessGes apresentaram diferencas entre o primeiro e quarto (p = 0,012) e
primeiro e quinto teste (p < 0,001). Também foram encontradas diferengas no numero total de
entradas entre 120 minutos e 24 horas para o primeiro (p = 0,019), quarto (p = 0,029) e quinto
teste (p = 0,038).
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Figura 27. Numero de entradas para os grupos de machos reexpostos no labirinto em cruz
com rampa e testados em diferentes intervalos de tempo.
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Figura 28. Tempo no compartimento para 0s grupos de fémeas reexpostas no labirinto em
cruz com rampa e testados em diferentes intervalos de tempo.

4.4.3 EFEITO DE DROGAS

O estudo farmacoldgico revelou que os grupos expostos ao alcool revelaram
diferengas no tempo de permanéncia nos bragcos planos para as variaveis: sexo [F(9,50) =
4,214, p = 0,045], dose [F(9,50) = 2,878, p = 0,032] e a interacdo entre sexo e dose de droga
[F(9,50) = 7,193, p < 0,001]. No pods-teste, fémeas diferiram entre as doses 2 e 4mg/L (p =
0,001), ja os machos entre 0,25 e 0,50 (p = 0,003) e 0,25 e 1Img/L (p = 0,003). Ja a



54

comparacdo entre machos e fémeas indicou diferencas no pos-teste entre as doses

equivalentes 0,50 e 1 (p = 0,002) e 1 e 2mg/L (p < 0,001), respectivamente (figura 29).

Para a variavel tempo de permanéncia nos bragos com rampa, diferencas foram
encontradas apenas para a variavel sexo [F(9,50) = 4,763, p = 0,034], sendo esta diferenca
entre machos e fémeas observada no pos-teste (p = 0,034). Nao foram encontradas diferencas

no tempo de permanéncia na area central do aparato para os animais expostos ao alcool.

Para 0 numero de entradas nos bracos planos diferencas foram encontradas para: sexo
[F(9,50) = 27,224, p < 0,001], dose [F(9,50) =8,807, p < 0,001] e a interacdo sexo e dose
[F(9,50) = 5,575, p < 0,001]. No pos-teste para os machos foram encontradas diferencas entre
o controle e as doses: 0,25 (p < 0,001), 0,50 (p < 0,001) e Img/L (p < 0,001), além das doses
0,25 e 2,0 (p = 0,002) e 0,50 e 2,0 (p = 0,031). Machos e fémeas diferiram no pds-teste para
as entradas nos bracos planos no controle (p < 0,001) e na dose mais alta (p < 0,001).

O numero de entradas nos bracos com rampa para 0s animais expostos ao alcool
indicou diferencas entre as variaveis: sexo [F(9,50) = 12,396, p < 0,001] e dose [F(9,50) =
3,443, p = 0,015]. Na analise global, machos e fémeas diferem no pds-teste (p = 0,001). Além
disso, a andlise de todos individuos, indiferente do sexo, mostram diferencas entre o controle

e a dose mais baixa (p = 0,01).

Assim como para os bragos planos, o total de entradas também revelou diferencas
para: sexo [F(9,50) = 23,459, p < 0,001], dose [F(9,50) = 7,114, p < 0,001] e a interacdo sexo
e dose [F(9,50) = 2,737, p = 0,039]. O pobs-teste revelou diferencas para os machos entre o
controle e as doses 0,25 (p < 0,001), 0,50 (p = 0,002) e 1Img/L (p = 0,019) e, entre as doses
0,25 e 2,0 (p = 0,003). Ainda no pds-teste, machos e fémeas diferiram nas entradas total entre

controle (p < 0,001) e as doses subméaxima (p = 0,022) e maxima (p < 0,001).
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Figura 29. Tempo no compartimento e nimero de entradas para os grupos de machos e
fémeas testados no labirinto em cruz com rampa em diferentes concentraces de alcool.
Legenda: *, p <0,01.

No estudo de exposi¢do ao clonazepam, ndo foram encontradas diferengas quanto ao
sexo ou as doses utilizadas para as anédlises relacionadas ao tempo de permanéncia nos
compartimentos (bragos planos, bracos com rampa ou area central do labirinto). J& para o

numero de entradas nos compartimentos, diferencas foram encontradas (figura 30).

O ndmero de entradas nos bracos planos diferiu quanto ao sexo [F(9,50) = 13,182, p <
0,001], dose [F(9,50) = 7,839, p < 0,001] ou a interagdo sexo e dose [F(9,50) = 7,918, p <
0,01]. No pds-teste fémeas diferiram entre controle e 0,001 (p < 0,001) e, controle e
0,006mg/L (p <0,001), entre 0,001 e 0,003 (p = 0,005) e 0,003 e 0,006mg/L (p = 0,002). Para
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0s machos diferencas pds-teste foram encontradas entre controle e 0,0015mg/L (p = 0,016).

Machos e fémeas diferiram apenas na dose intermediaria de clonazepam (p < 0,001).

Também foram encontras diferencas no sexo [F(9,50) = 11,642, p = 0,001], dose
[F(9,50) = 6,099, p = 0,002] e interacdo sexo e dose [F(9,50) = 4,416, p = 0,009] para as
entradas nos bracos com rampa. Fémeas diferiram no pos-teste entre as doses de 0,001 e
0,003 (p = 0,029), j& machos entre o controle e 0,0015 (p = 0,003). Machos e fémeas

diferiram na dose intermediaria (p < 0,001).

Para o0 numero total de entradas, mais uma vez as diferencas foram entre sexo [F(9,50)
= 14,100, p < 0,001], dose [F(9,50) = 7,874, p < 0,001] e a interacdo sexo e dose [F(9,50) =
5,929, p = 0,002]. No pos-teste foram encontradas diferencas globais entre machos e fémeas
(p < 0,001) e entre o controle e as doses (indiferente do sexo): menor (p = 0,005),
intermediaria (p = 0,045) e maior (p < 0,001). Quando considerados apenas os machos,
diferencas foram encontradas entre o controle e: 0,0015 (p = 0,004) e 0,003mg/L (p = 0,026).
Ja para as fémeas foram encontradas diferencas entre controle e 0,001 (p = 0,004) e 0,003 (p =
0,004) e também entre 0,001 e 0,003 (p = 0,007) e 0,003 e 0,006mg/L (p = 0,007).
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Figura 30. Tempo no compartimento e nimero de entradas para os grupos de machos e
fémeas testados no labirinto em cruz com rampa em diferentes concentragdes de clonazepam.
Legenda: #, p <0,05; *, p < 0,01.

Aos animais expostos as diferentes doses de fluoxetina, ndo foram encontradas
diferengas nos tempos de permanéncia nos bragos planos. Porém diferengas foram
encontradas para as doses nos bracos com rampa [F(9,50) = 5,295, p = 0,001] e na &rea
central do aparato [F(9,50) = 2,880, p = 0,032]. O pos-teste indicou, indiferente do sexo,
diferengas nos bragos com rampa entre o controle e as duas maiores doses: 2;4mg/L (p =
0,012) e 3;6mg/L (p = 0,024) e, entre a dose mais baixa 0,5;1 e as doses mais altas: 2;4mg/L
(p = 0,015) e 3;6mg/L (p = 0,03). Quanto ao tempo na area central, o p6s-teste sé indicou
diferencas entre as doses de 0,5;1 e 1;2mg/L (p = 0,045) (figura 31).
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Quanto ao numero de entradas, ndo foram encontradas diferencas quanto ao sexo mas
estas diferencas foram encontradas para dose e interacdo sexo e dose, respectivamente, para:
entradas nos bracos planos [F(9,50) = 7,082, p < 0,001], [F(9,50) = 6,628, p < 0,001],
entradas totais [F(9,50) = 3,392, p = 0,016] e [F(9,50) = 3,447, p = 0,015]. Nao foram
encontradas diferencas quanto as entradas nos bracos com rampa. O pds-teste revela
diferencas para as entradas nos bracos planos para os machos, entre controle e: 1 (p < 0,001),
2 (p <0,001) e 3mg/L (p < 0,001), bem como entre 0,5 e: 2 (p = 0,008) e 3mg/L (p = 0,021).
O pos-teste nas entradas totais revelou diferencas apenas nos machos, sendo entre: controle e
1 (p =0,008), 2 (p < 0,001) e 3mg/L (p = 0,004), além de entre 0,5 e 2 (p = 0,032). Machos e
fémeas diferiram no controle para as entradas nos bracos plano (p < 0,001) e entradas totais (p
=0,007).
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Figura 31. Tempo no compartimento e nimero de entradas para os grupos de machos e
fémeas testados no labirinto em cruz com rampa em diferentes concentragdes de fluoxetina.
Legenda: #, p<0,05; *, p<0,01.
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Aos animais expostos a imipramina, foram encontradas diferencas no tempo de
permanéncia nos bracos planos para as doses [F(9,50) = 2,827, p = 0,034]. Ja nos bracos com
rampa estas diferencas ocorreram entre sexo [F(9,50) = 6,526, p = 0,014] e doses [F(9,50) =
5,813, p < 0,01]. O pos-teste referente as doses nos bragos com rampa revelaram diferencgas,
indiferente do sexo, entre controle e: 1 (p = 0,007) e 2mg/L (p = 0,013), além de entre 0,5 e: 1
(p = 0,016) e 2mg/L (p = 0,031). Ndo foram encontradas diferencas no tempo de permanéncia

na é&rea central do labirinto (figura 32).

Quanto as entradas nos bracos planos, foram encontradas diferengas para as variveis:
sexo [F(9,50) = 7,745, p = 0,008], doses [F(9,50) = 4,124, p = 0,006] e a interacdo entre sexo
e dose [F(9,50) = 2,679, p = 0,042]. No pobs-teste, apenas machos diferem, sendo entre
controle e 1 (p = 0,004) e 2mg/L (p = 0,002), assim como entre 0,5e 1 (p = 0,033) e 2mg/L (p
= 0,014). Machos e fémeas diferem no pds-teste quanto as entradas nos bracos planos (p =
0,004). J& nos bracos com rampa, diferencas foram encontradas apenas para o sexo [F(9,50) =
7,304, p = 0,009]. Ja quanto as entradas totais, diferencas foram encontradas para sexo
[F(9,50) = 8,175, p = 0,006] e dose [F(9,50) = 2,546, p = 0,049].
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Figura 32. Tempo no compartimento e nimero de entradas para os grupos de machos e
fémeas testados no labirinto em cruz com rampa em diferentes concentragdes de imipramina.
Legenda: *, p<0,01.

Os animais expostos a cafeina revelaram diferengas no tempo de permanéncia para 0s
bracos planos quanto ao sexo [F(7,40) = 7,823, p = 0,008] e as doses [F(7,40) = 2,935, p =
0,045]. Para os bragcos com rampa, diferencas foram encontradas apenas entre o sexo [F(7,40)
= 5,818, p = 0,021]. N&o foram encontradas diferengas quanto ao tempo de permanéncia na

area central do labirinto aos animais expostos a cafeina (figura 33).

Para as entradas, apenas a variavel sexo revelou diferengas, seja nos bragos planos
[F(7,40) = 10,725, p = 0,002], bragos com rampa [F(7,40) = 5,985, p = 0,019] e entradas
totais [F(7,40) = 9,511, p = 0,004], aos animais expostos a cafeina.
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Figura 33. Tempo no compartimento e nimero de entradas para 0s grupos de machos e
fémeas testados no labirinto em cruz com rampa em diferentes concentragdes de cafeina.

A tabela 8 abaixo apresenta uma sintese dos resultados obtidos através da exposicao

aguda a drogas com posterior realizagdo do teste no labirinto em cruz com rampa.
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Tabela 8. Sintese dos resultados obtidos apds a aplicacdo do teste de labirinto em cruz com
rampa aos animais expostos a drogas.

Droga/Variavel Sexo Dose Comentarios

tempo no plano
tempo na rampa

tempo no plano
entrada no plano

machos mais ativos que

Alcool entrada no plano entrada na rampa fémeas com aumento da
entrada na rampa dose
entrada total
entrada total
aumento motor sem efeito
entrada no plano entrada no plano ansiolitico
Clonazepam entrada na rampa entrada na rampa doses eficazes diferentes
entrada total entrada total
para 0S Sexos
tempo na rampa
tempo no centro efeito ansiogénico com
Fluoxetina entrada no plano freezing nas doses mais
entrada na rampa altas
entrada total
tempo na rampa tempo no plano foi L
. . entrada no plano tempo na rampa fe eltg anslogenico com
Imipramina entrada na rampa entrada no plano reezing n;iacsioses mais
entrada total entrada total
tempo no plano . .
fémeas se mostram mais
tempo na rampa sensiveis mas ndo ha
Cafeina entrada no plano tempo no plano

entrada na rampa
entrada total

efeitos ansiogénicos ou
motores claros

4.5 Discussao

Sensibilidade e Reexposicao

Assim como uma parcela significativa dos testes comportamentais para vertebrados

em aparatos grandes, a atividade locomotora foi o parametro principal para analise do

comportamento dos individuos expostos ao labirinto em cruz com rampa. Os dados

permitiram a analise de duas variaveis: o tempo total em cada compartimento (bragos planos,

bracos com rampa e centro do aparato) e o numero de entradas nos bragos (planos e com

rampa).
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Quando avaliadas as variaveis referentes ao tempo nos compartimentos e as entradas
(todas em % para fins de equidade) do labirinto através da ANOVA para medidas repetidas,
ndo foram encontradas diferengas entre 0s sexos, alturas de coluna d’agua utilizadas e tempo
de sessdo aplicados. Estes resultados apontam para uma provavel estabilidade no padrdo de
resposta desempenhada pela espécie no teste em questdo. A aplicacdo de ANOVA de uma via
por sua vez indicou tanto para machos quanto para fémeas, clara preferéncia por permanecer
nos bracos planos em comparacgdo aos bracos com rampa e centro do aparato (figura 23), além
de tender a entrar mais nestes bragos planos do que nos bragos com rampa (figura 24).
Entendemos que os bracos planos no labirinto em cruz com rampa equivalem aos bracgos

fechados do labirinto em cruz elevado proposto por Handley e Mithiani (1984).

Desta maneira, este ambiente de bracos planos representariam, em comparagdo aos
demais do aparato, 0 de menor exposi¢do e risco ao animal, uma vez que 0s bragos com
rampa seriam equivalentes aos bracos abertos do labirinto em cruz elevado. Isto porque a
progressdo de nado do animal no sentido centro ou fundo do braco resulta em uma reducéo da
altura da coluna d’agua, deixando o animal assim cada vez mais préximo da superficie e,
possivelmente exposto a um predador externo. Além disso, embora ndo exista equivaléncia no
labirinto em cruz elevado, o centro do aparato do labirinto em cruz com rampa também se
revela uma area de exposicdo por ndo apresentar paredes, como na relacdo area central e

zonas periféricas no teste de campo aberto.

Para Blaser e Goldsteinholm (2012), Zebrafish em testes de mergulho vertical
manifestam logo que expostos a este novo aquario a preferéncia pelo nado no fundo do
aparato. Segundo os autores, esta pode ser uma resposta defensiva de fuga da superficie e ndo
de preferéncia pelo fundo. Este principio ja era exposto por Gerlai e colaboradores (2000) que
demonstraram que o Zebrafish, quando expostos ao teste de deslocamento vertical pela
primeira vez, tende a permanecer no fundo do aquéario e s6 comega a explorar as camadas

superiores da coluna d’agua apos seis minutos de teste.

Se considerarmos que 0s bracos planos do labirinto em cruz com rampa representam
claramente o ambiente de menor exposi¢do ao animal no aparato, sua preferéncia por este
ambiente equivale ao comportamento tigmotaxico apresentado tanto por roedores nos bracos
fechados do labirinto em cruz elevado (Pellow & File, 1986), como por peixes nas paredes do
campo aberto (Walsh-Monteiro, Pragana, Costa & Gouveia Jr, 2014), comportamento

escototaxico de peixes no aquario claro-escuro (Maximino, Marques de Brito, Dias, Gouveia
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Jr & Morato, 2010) ou mesmo, o maior tempo no fundo do aquério no teste de mergulho
vertical (Gerlai, 2010). Como apresentado anteriormente, este tipo de comportamento
representaria um conjunto de respostas defensivas associadas a exposi¢do do animal a um
novo ambiente (McNaughton & Corr, 2004; Gouveia Jr, Zampieri, Ramos, Silva, Mattioli &
Morato, 2005; Graeff, 2010).

Nos experimentos realizados com variacdo de altura de coluna d’agua e tempo de
sessdo de teste, para ambos 0s sexos 0 comportamento se revela estavel a partir dos testes que
utilizam 8cm de altura para a coluna d’agua ja em cinco minutos de sessdo de teste. Tais
consideracBes se mostram mais claras quando se percebe que no caso das fémeas (figura 23),
os grupos testados com a menor altura de coluna d’agua apresentam um aumento no tempo
nos bracgos planos com o aumento do tempo de sessdo, porém isso se estabiliza em 8 e 10cm.
Isto nas fémeas & 7cm de coluna d’agua, embora parega contraditorio, pode indicar um
aumento no estado ansioso (maior tempo nos bracos planos) com o aumento no tempo de
sessdo, uma vez que em comparacdo aos machos, elas tendem a ser menos forrageadoras
(Killen, Croft, Salin & Darden, 2016). Considerando que esta altura de coluna d’agua ¢é a
menor entre todas as testadas, o risco iminente de exposi¢cdo a um possivel predador externo,
por exemplo, pode ser uma explicacdo ao fato de mesmo aumentando o tempo de exposicao
ao aparato, e consequente reconhecimento de sua estrutura, fémeas passam mais tempo nos
bracos planos. Ja para os machos a resposta € estavel em todos os grupos para 0 tempo nos
bragos planos.

Comparados a Zebrafish de ambos os sexos testados sobre 0 mesmo protocolo de
variagdo de colunas d’agua e tempos de teste em nosso laboratorio (Walsh-Monteiro et al.,
2016 - submetido), machos de Guppy apresentaram maior permanéncia nos demais
compartimentos (centro e bragos com rampa), e consequente menor percentual de tempo nos
bracos planos. Este diferencial entre as espécies, embora ndo significativa, pode estar
associada ao comportamento mais audacioso de Guppy. Este comportamento audacioso em
Guppy pode estar associado a caracteristica de que machos com maior sucesso no
acasalamento sdo aqueles que mais enfrentam predadores e expdem-se ao risco (Godin &
Dugatkin, 1996).

Esta variagcdo de comportamentos entre machos e fémeas de Guppy em colunas d’agua
de 7cm de altura parece estar associada ao mesmo tipo de heterogeneidade de grupo

encontrada por Tran e Gerlai (2013) em Zebrafish onde, fémeas revelaram atividade
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locomotora mais expressiva no tanque de mergulho em comparacdo aos machos, enquanto
gue no campo aberto foram os machos 0s mais ativos em relacdo as fémeas. Isto implica que
machos e fémeas podem se comportar de formas diferentes diante de determinadas tarefas,
incluindo atividade exploratoria, agressividade ou procura de parceiros, algo ja enfatizado

anteriormente.

Estes dados de avaliagdo da sensibilidade de machos e fémeas de Guppy nos
permitiram estabelecer a coluna d’4gua de 8cm de altura e o tempo de sessdo de 5 minutos
como aquele em que a resposta da espécie se estabiliza frente as caracteristicas do labirinto.
Desta maneira, estas condi¢bes foram utilizadas para os estudos de reexposicdo e
farmacologia dos animais ao aparato. Estas condi¢des foram igualmente encontradas para
Zebrafish (Walsh-Monteiro et al., 2016 - submetido).

As analises referentes as reexposicdes dos individuos nos diferentes intervalos testados
(30, 60 e 120 minutos e 24 horas) ndo revelaram diferencas para as variaveis isoladas (sexo,
intervalos repeticdes) para os tempos nos compartimentos (figuras 25 e 26). Estes dados
poderiam sugerir uma estabilidade no padrdo comportamental dos individuos, caso apenas a
analise de tempo fosse considerada. Apenas as interacBes entre as variaveis revelaram

diferencas estatisticas.

Por outro lado, a analise do nimero de entradas nos bracos permitiu esclarecimentos
sobre o efeito da reexposicdo. Nos bracos planos, a analise global mostrou que a reexposicao
resulta em uma reducdo no nimero de entradas nestes compartimentos. As diferencas sdo
bastante claras quando se compara o primeiro com o quarto e 0 quinto teste, e 0 segundo
como o quinto teste, indiferente do sexo para o intervalo de 120 minutos. Este mesmo padréo

de respostas e encontrado para o nimero de entradas nos bragos com rampa.

Este perfil de redugéo no nimero de entradas nos bragos planos, com énfase aos testes
com intervalos de 120 minutos, ndo € indicativo de que o estado ansioso do animal reduziu e a
exploracdo dos bragos com rampa se elevaram. Mesmo porque 0s tempos de permanéncia nos
compartimentos ndo variaram e as entradas nos bracos com rampa também reduziram. O que
se percebe € uma reducdo na atividade locomotora desempenhada pelos individuos que pode
ser caracterizada por uma habituacdo fisiologica ao labirinto (Lent, 2010). A habituacéo
intersessdo também é descrita em outros testes comportamentais como a apresentada por

Zebrafish no tanque claro-escuro (Maximino, da Silva, Gouveia Jr & Herculano, 2011).
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Esta habituacdo, encontrada nos intervalos de testes com 120 minutos pode estar
relacionada a formacéo de um mapa espacial cognitivo de memdria, aonde uma representacao
interna do ambiente é construida conforme o ambiente € explorado, o que o torna com a
repeticdo, cada vez mais elaborado (O"Keefe & Nadel, 1979; 1978).

Sendo assim, a reexposicao do animal ao ambiente contribui para o estabelecimento da
memoria de trabalho, elevando o reconhecimento espacial e reduzindo o impacto ansioso pelo
ambiente deixar de ser uma novidade e permitir ao animal estabelecer rotas confortaveis e
seguras de exploracdo (O"Keefe & Nadel, 1979). Pergher e colaboradores (2006) revelam que
o0 estado emocional dos individuos pode impactar de diferentes maneiras no reconhecimento e

decodificacdo mnemonica. O menor estado ansioso aqui parece contribuir para este processo.

Contudo, o que se percebe é que com a repeticdo em intervalos de 120 minutos,
mesmo com esta possivel formacdo mais elaboracdo de memoria espacial, a habituacdo se
revela possivelmente pelo desinteresse do animal em continuar explorando um ambiente que
ndo lhe oferece riscos e, a0 mesmo tempo ndo apresenta beneficios como alimento ou

parceiros (Kandel 2012), indicando habituacao.

No intervalo seguinte utilizado, percebe-se que em 24 horas ndo ocorre habituacdo
mas sim uma oscilacdo no numero de entradas nos bracos. Provavelmente este intervalo é
extenso demais para a consolidacdo de memdria espacial ao labirinto (Kandel, 2012) nesta

espécie, permitindo assim a aprendizagem.

Efeito de drogas

O abuso de alcool, na forma de etanol, tende a provocar intoxicacdo nos individuos
podendo ocasionar na modificacdo de diferentes parametros neuroquimicos que levem a
alteracbes na secre¢do de hormoénios ou neurotransmissores, com impactos relevantes nos
lobos frontais, sistema limbico e cerebelo (Oscar-Berman & Marinkovic, 2007). Estudo
recente com uso de neuroimagem mostrou que o uso crénico e abusivo do alcool provoca
disfungdes que podem levar a comportamentos anormais de impulsividade (Wang et al,
2016).
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Nossos resultados referentes a exposicdo de Guppy ao alcool mostram que ao
comparar animais expostos com o grupo controle, hd uma clara alteracdo na atividade motora,
principalmente dos machos que, por sua vez, aumentam a atividade motora conforme a

concentracdo de alcool aumenta (Figura 29).

Considerando que o alcool possui multiplos alvos, sdo esperados por seu uso,
multiplos efeitos. Contudo, alguns estudos tém revelado importantes efeitos do alcool sobre
o0s receptores GABAA e NMDA (Van Skike, Diaz-Granados & Matthews, 2015). Sobre estes
alvos temos a potencializacdo do efeito inibitério gabaérgico e a inibicdo da via excitatoria

glutamatérgica.

Nossos resultados mostram que, 0 aumento da concentracao de alcool tem efeito sobre
0 tempo de permanéncia dos animais nos bracos, principalmente nos machos. Neles, o tempo
de permanéncia nos bracos planos tende a diminuir e o tempo nos outros compartimentos
aumentar, especialmente na area central do aparato. Se somarmos este efeito de tempo de
permanéncia com o aumento do nimero de entradas, podemos sugerir um efeito ansiolitico

dose-dependente.

Estudos utilizando Zebrafish em outros modelos experimentais como teste de
mergulho vertical (Mathur & Guo, 2011; Egan et al, 2009) e na preferéncia claro-escuro
(Maximino et al., 2011), revelaram o efeito ansiolitico do alcool administrado em dose aguda.
No labirinto em cruz elevado, Pellow e colaboradores (1985) sugeriram que 0 aumento da
exploracdo dos ratos nos bragos abertos do aparato estaria relacionado com uma reducéo do

nivel de ansiedade dos animais.

Quando se observa os efeitos do clonazepam sobre os individuos testados, obteve-se
que apenas 0S numeros de entradas nos bragos apresentaram diferencas. As doses de
clonazepam utilizadas néo afetaram o tempo de permanéncia dos animais nos compartimentos

do labirinto.

O clonazepam, benzodiazepinico de efeito seletivo sobre receptores GABAA,,
potencializa a resposta de hiperpolarizacdo neural (Rudolph & Knoflach, 2011). O efeito
ansiolitico encontrado, tanto em machos quanto em fémeas atraves do aumento da atividade

.....

limbico que possui grande quantidade de receptores GABAA e é um importante regulador do
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comportamento emocional dos vertebrados (Golan, 2009), caracterizando assim um efeito

ansiolitico.

Esta inibicdo emocional parece aumentar a exploracdo do animal no labirinto, o que
caracteriza um efeito ansiolitico similar ao que é observado com ratos, onde ocorre aumento
da atividade locomotora para entrar nos bracos fechados e abertos, assim como descrito por
Hogg (1996) e Pellow & File (1986). Por outro lado, Maximino e colaboradores (2011)
também encontraram efeito ansiolitico do clonazepam em Zebrafish testados em aquéarios
claro-escuro, onde os animais reduziram a aversividade passando mais tempo no aquario

branco, porém tiveram reducdo da atividade locomotora.

O aumento da atividade locomotora revelou efeito ansiolitico eficaz para os machos
em todas as doses, enquanto que para as fémeas este efeito s6 foi observado nas doses de
concentracdo menor (0,001mg/L) e maior (0,006mg/L). A dose intermediaria (0,003mg/L)
indicou reducdo locomotora para niveis equivalentes ao grupo controle. Isto pode ser sugerido
como feito de heterogeneidade da amostra, que segundo Tran e Gerlai (2013) pode interferir o
desempenho e o comportamento dos individuos. No caso do labirinto, estas fémeas de doses
intermediarias de clonazepam apresentaram reducdo da atividade locomotora em comparacgao
as doses das extremidades, porém isto ndo impactou em modificacbes no tempo de

permanéncia nos compartimentos.

Para os grupos testados com fluoxetina, ndo foram encontradas diferengas de efeito
entre os sexos, tais diferencas foram encontradas apenas para as doses aplicadas. A
observacdo dos graficos de tempo nos compartimentos poderia sugerir um efeito do tipo
ansiolitico, principalmente na observacdo do grupo das fémeas (figura 31), no qual com o
aumento na concentracdo de drogas ha reducdo de tempo nos bracos planos e aumento nos
bracos com rampa. Contudo, tanto machos quanto fémeas apresentaram reducao na atividade
locomotora, potencializada com o aumento na concentracdo de fluoxetina (analise

considerando ambos 0s sexos).

Embora ndo tenha sido um parametro de analise neste estudo, tanto machos quanto
fémeas nas duas doses mais altas manifestaram comportamento do tipo freezing, o que
caracteriza um efeito ansiogénico e explica a reducdo locomotora e 0 aumento no tempo de
permanéncia nos bragos com rampa. Muito provavelmente, o animal apds inserido na érea

central do aparato desloca-se para um dos bragos (ambiente menos aberto) e ali fica parado
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por longo tempo, seguido por uma ou outra exploragdo acompanhado de novo freezing ou

baixa locomoc¢éo no compartimento.

A fluoxetina, inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina é amplamente prescrita
para diferentes doencgas psiquiatricas (depressdo, transtorno bipolar, ansiedade e distarbio
obsessivo-compulsivo) (Mirhashemi et al., 2015). Contudo, o efeito dito ansiolitico s6 tem
sido relatado em estudos com animais para a administracdo cronica de fluoxetina. Maximino e
colaboradores (2011) relatam que Zebrafish s6 desprenderam maior tempo na area clara do
aquario claro-escuro em administracdo croénica. Na administracdo aguda tal efeito ansiolitico

nao foi observado.

O aumento da disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica esta diretamente
relacionado a respostas ansiogénicas tanto em vertebrados quanto em invertebrados
(Hamilton, Kwan, Gallup & Tresquerres, 2016). O aumento da disponibilidade de serotonina,
que pode ocorrer pelo uso de inibidores seletivos da recaptacdo ou pela prépria injecdo de
serotonina eleva, 0 comportamento ansioso de lagostas expostas ao teste claro-escuro (Fossat,
Bacqué-Cazenave, De Deurwaerdere, Delbecque & Cattaert, 2014) e também a agressividade
em lagostas (Huber, Smith, Delago, Isaksson & Kravitz, 1997) e lagostim (Tricarico &
Gherardi, 2007). Este relato do efeito da serotonina sobre ansiedade e agressividade em
invertebrados é indicativo de que a via serotoninérgica é antiga e evolutivamente conservada
(Fong & Ford, 2014).

Além dos relatos para invertebrados e Zebrafish, a exposicdo aguda de fluoxetina
também revela efeitos ansiogénicos para camundongos (Birkett, Shinday, Kessler, Meyer,
Ritchie & Rowlett, 2011) e ratos testados no labirinto em cruz elevado (Robert, Drapier,
Bentué-Ferrer, Renault & Reymann, 2011; Drapier et al., 2007) ou no labirinto em T elevado

(Gomes, de Carvalho-Netto, Monte, Acco, Nogueira & Nunes-de-Souza, 2009).

Os grupos de animais expostos a imipramina apresentaram, de maneira geral, efeito
ansiogénico semelhante ao encontrado naqueles expostos a fluoxetina. Tal fato pode se dever
ao mecanismo de acdo desta droga, similar, porém menos especifico que o da fluoxetina.
Machos e fémeas diferiram quanto as variéveis relacionadas a locomocgao e também quanto ao
tempo de permanéncia nos bragos com rampa. J& nas doses de menores concentracfes 0S
machos apresentaram aumento no tempo de permanéncia nos bragos com rampa enquanto que

para as fémeas isto s aconteceu nas doses de maiores concentracoes.
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Nas doses menores, a atividade locomotora dos machos ndo apresentou variacdo
significativa em comparacgéo ao grupo controle, o que s6 aconteceu nas doses maiores. Para as
fémeas, a atividade locomotora sofreu pequenas oscilagbes ndo significativas em relagcdo ao

controle.

A imipramina € um antidepressivo triciclico que tem por caracteristica inibir a
recaptacao de serotonina e noradrenalina (Golan, 2009). A preservacdo do perfil de machos
em relagdo ao controle nas doses de 0,25 e 0,50mg/L com aumento nos tempos de
permanéncia nos bragos com rampa, pode ser indicativo de maior sensibilidade dos machos
em relacdo as fémeas a imipramina, uma vez que, elas conservaram o perfil de maior tempo
de permanéncia nos bracos planos. Assim, machos para as doses de menores concentraces
poderiam apresentar efeito ansiolitico no tempo de permanéncia, sem efeito motor, embora

ndo se possa afirmar com preciséo.

Esta variacdo de sensibilidade de imipramina para machos e fémeas ja foi descrita em
estudos com outros animais, inclusive humanos (Roth, Adler & Bobrow, 1999), ratos
(Pitychoutis, Pallis, Mikail & Papadopoulou-Daifoti, 2011; Gouveia Jr, 1999) e camundongos
(Renoir et al, 2011), inclusive indicando que a terapia combinada de testosterona e
imipramina, em uso crénico, potencializa o efeito antidepressivo e a neurogénese hipocampal

em machos de ratos socialmente isolados (Carrier & Kabbaj, 2012).

Por outro lado, considerando que mais uma vez foi identificado comportamento de
freezing nas duas doses de concentragcbes mais altas para machos e fémeas, podemos supor
gue assim como para a fluoxetina, a exposi¢do as concentracdes mais elevadas de imipramina
provocam efeitos ansiogénicos nos individuos. Em machos a sensibilidade é mais facilmente
detectada ao se observar que nas doses de 1 e 2mg/L a atividade locomotora reduz de maneira
significativa, bem como o tempo de permanéncia nos bracos com rampa aumenta, ndo por
exploracdo, mas por freezing (figura 32). Nas fémeas o comportamento nas doses de 2 e
4mg/L é o mesmo, aonde o tempo de permanéncia nos bracos com rampa aumentam
abruptamente, em comparacéo as doses inferiores, porém como o freezing é observado, ndo se

pode sugerir efeito ansiolitico, mas sim ansiogénico.

A administracdo aguda de imipramina em roedores no labirinto em cruz elevado nao
revela efeito ansiolitico (Lister, 1987; Pellow, Chopin, File & Briley, 1985), mas doses

agudas indicam efeito ansiogénico no labirinto em T elevado e no campo aberto (Teixeira,



71

Zangrossi Jr., & Graeff, 2000). Ja na administracdo aguda de imipramina em peixes,
Zebrafish também apresentaram efeitos ansiogénicos quando testados no aquario claro-escuro
com reducdo no numero de cruzamentos e aumento no tempo de primeira laténcia e

permanéncia no lado escuro do aquério (Magno, Fontes, Gongalves & Gouveia Jr, 2015).

Para aqueles animais expostos a cafeina, machos e fémeas diferiram nos tempos de
permanéncia nos bracos planos e nos bracos com rampa. Percebe-se que nas fémeas o
percentual de tempo nos bragos planos acentua e nos com rampa, decrescem, com 0 aumento
da concentracdo de cafeina. Entretanto, esta maior sensibilidade das fémeas ndo permite
caracterizar efeito ansiogénico, uma vez que, a variacdo de doses nao revelou efeito motor
(figura 33).

Com relacdo ao efeito motor, machos e fémeas também diferiram, sendo eles mais
ativos, contudo, sem diferenca ao grupo controle, isto pode estar mais relacionado ao proprio
comportamento exploratério superior dos machos em relacdo as fémeas para Guppy, como ja

exposto previamente (Godin & Dugatkin, 1996).

A cafeina, junto ao alcool e a nicotina representam as drogas psicoativas mais
consumidas no mundo (Rezvani, Sexton, Johnson, Wells, Gordon & Levin, 2013). No caso da
cafeina, sua estrutura tridimensional é similar a adenosina, o que a faz um antagonista
competitivo aos receptores de adenosina Al e A2A (Basheer, Strecker, Thakkar & McCarley,
2004). Naturalmente a ativacdo destes receptores leva ao bloqueio da liberacdo de
monoaminas (dopamina, noradrenalina e serotonina) e de acetilcolina (Fisone, Borgkvist &
Usiello, 2004). Na presenca de cafeina, os receptores de adenosina sdo blogueados e a
transmissdo de dopamina, por exemplo, é potencializada (Shook & Jackson, 2011). Este efeito
de elevacédo dos niveis dopaminérgicos € encontrado no cortex pré-frontal de ratos (De Luca,
Bassareo, Bauer & Di Chiara, 2007) e humanos (Kaasinen, Aalto, Nagren & Rinne, 2004).

A elevagdo nos niveis de cafeina est4 associada a efeitos estimulantes que podem levar
a comportamentos aversivos e agressivos, porem nem sempre com alteracdo do perfil motor
em ratos (Rezvani, Sexton, Johnson, Wells, Gordon & Levin, 2013). No labirinto em cruz
elevado, a cafeina reduziu o tempo gasto nos bragos abertos por ratos (Lister, 1987). Este
mesmo principio ansiogénico é observado em Zebrafish expostos no teste de mergulho
vertical (Cachat et al, 2011).
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Neste estudo, as evidéncias mais fortes de efeitos ansiogénicos estdo na diferenca
global (considerando ambos o0s sexos) para o tempo de permanéncia nos bragos planos, que
aumentam com a dose administrada e o fato da dose de maior concentragdo reduzir a
atividade locomotora nos machos, com observagdo de freezing na area central do labirinto.

Entretanto, este ultimo efeito ndo foi observado nas fémeas.

4.6 Conclustes

A sensibilidade ao aparato permitiu 0 uso de uma coluna d’agua com 8cm de altura em
5 minutos de sessdo, com diferencas entre sexos e habituacdo ao longo das reexposi¢cdes. O
efeito das drogas indicam que o aparato aqui apresentado é sensivel a substancias ansioliticas
e ansiogénicas, podendo se constituir num possivel modelo alternativo ao estudo

farmacoldgico para peixes desta espécie.

O conjunto de dados aqui apresentados indica que o Guppy pode ser uma alternativa
viavel para estudos comportamentais e farmacoldgicos com peixes, como o Zebrafish. Os
resultados expostos mostram que Guppy possue comportamento similar e respostas a drogas
compativel com os dados descritos para Zebrafish. Estas similaridades reforcam o uso de

peixes como uma alternativa ao uso de mamiferos na experimentagdo animal.
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ANEXO

dPonto de coleta

Local de coleta dos animais experimentais utilizados no estudo. Em A, mapa do estado do
Para com destaque em escuro para 0 municipio de Tucurui. No plano inferior direito 0 mapa
do Brasil com destaque ao estado do Pard. Em B, o ponto de coleta dos peixes no lgarapé
Santana, municipio de Tucurui (Latitude: 3°44'43.89"S; Longitude: 49°41'8.75"0)



