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RESUMO 
 
 
 
 
 
Determinados peixes teleósteos apresentam um caractere comportamental de escototaxia, a 

preferência por ambientes escuros a ambientes claros. O presente trabalho buscou avaliar al- 

guns parâmetros do comportamento exploratório do paulistinha (Danio rerio Hamilton 1822) 

na caixa claro-escuro. A evitação do compartimento branco apresenta um padrão bifásico, 

com um aumento na evitação precedendo uma diminuição (Experimento 1). Essa mesma evi- 

tação não habitua frente à exposição repetida, independentemente do intervalo inter-sessões, 

ao contrário da locomoção total (Experimentos 2 e 3); a exposição forçada ao compartimento 

branco não altera a exploração subseqüente nem a locomoção total (Experimento 4). Esses 

resultados sugerem que a novidade do aparato não é a dimensão controladora da escototaxia; 

além disso, esses resultados também sugerem que a preferência pelo compartimento preto não 

é causada simplesmente pela esquiva ao compartimento branco, ainda que essa certamente 

tenha um papel importante. O papel da aversividade do compartimento branco foi investigado 

na segunda série de experimentos. A iluminação sobre o compartimento branco é um fator 

ansiogênico, já que aumentá-la diminui o tempo que os animais passam sobre este sem afetar 

a locomoção total (Experimento 5). Esse fenômeno parece se dever a uma diminuição na ca- 

pacidade de camuflagem com o substrato (cripse), já que alterar a cor do compartimento bran- 

co para cinza aumenta o tempo passado neste, enquanto alterar a cor do compartimento preto 

para cinza aumenta o tempo passado no compartimento branco, ambas as alterações não afe- 

tando a locomoção total (Experimento 6). Além disso, o aumento da proporção ocupada pelo 

compartimento branco no aparato (de 50% para 75%) diminui o tempo passado neste sem 

afetar a locomoção total (Experimento 7). Esses resultados sugerem que o compartimento 

branco é aversivo, e portanto a preferência pelo compartimento preto não é causada simples- 

mente por propriedades reforçadoras positivas desse ambiente. Tomados em conjunto, os re- 

sultados das duas séries de experimentos sugerem que a escototaxia resulta do conflito apro- 

ximação-evitação. O Experimento 8 representa uma manipulação ambiental comum que altera 

a ansiedade em roedores, o enriquecimento; aqui, animais criados em ambiente enriquecido 

por duas semanas apresentam menor evitação do compartimento branco. Conclui-se que a 

escototaxia apresenta bom valor preditivo. 



 

ABSTRACT 
 
 
 
 
 
Certain teleost fishes present a behavioral trait of scototaxis, the preference for dark environ- 

ments and not bright ones. The present work tried to evaluate some parameters of the explora- 

tory behavior of the zebrafish (Danio rerio Hamilton 1822) in the black/white tank, aiming to 

establish the reliability of measures in different contexts. White compartment avoidance 

presents a biphasic pattern, with an increase in avoidance preceding a decrease (Experiment 

1). This same avoidance does not habituate to repeated exposure, independently of the inter- 

session interval, on the contrary of total locomotion (Experiments 2 and 3); forced exposure to 

the white compartment does not alter the subsequent exploratory behavior (Experiment 4). 

These results suggest that novelty is not the controlling dimension of scototaxis; besides, 

these results also suggest that the preference for the Black compartment is not caused simply 

by avoidance of the white compartment, although this certainly has an important role. The 

role of the aversiveness of the white compartment was assessed in a second series of experi- 

ments. The illumination above the white compartment is an anxiogenic factor, since increas- 

ing it decreases the time spent in the white compartment without affecting total locomotion 

(Experiment 5). This phenomenon seems to be due to a decrease in the capacity to camouf- 

lage with the substrate (crypsis), since altering the color of the white compartment to grey 

increases its exploration, while altering the color of the black compartment to grey increases 

the time spent in the white compartment (Experiment 6). Besides, the increase in the propor- 

tion of the apparatus occupied by the white compartment (from 50% to 75%) decreases the 

time spent in it (Experiment 7). These results suggest that the white compartment is aversive, 

and therefore the preference for darkness is not caused simply by positive reinforcing proper- 

ties of the black compartment. Taken together, the results of both series of experiments sug- 

gest that scototaxis results from an approach-avoidance conflict. Experiment 8 represents a 

common environmental manipulation which alters anxiety in rodents, environmental enrich- 

ment; here, animals raised in an enriched aquarium for two weeks present less white avoid- 

ance. It is concluded that scototaxis has good construct validity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 1 - Esboço do paulistinha (Danio rerio Hamilton 1822), variedade "blue shortfin". 
 
 
 

O paulistinha (Danio rerio Hamilton 1822) (Figura 1) é um peixe teleósteo origi- 

nário do sudeste asiático, onde vive em fios d‟água e é predado, principalmente, por aves pis- 

cívoras (SPENCE, GERLACH et al., 2008). Essa espécie de ciprinídeo ganhou intensa visibilida- 

de nas ciências biológicas como “animal modelo” nas pesquisas de biologia do desenvolvi- 

mento (GRUNWALD & EISEN, 2002); essa visibilidade cresceu exponencialmente a partir do 

análise de seu genoma (WOODS, KELLY  et al., 2000; JEKOSCH, 2004), proteoma (LUCITT, 

PRICE et al., 2008) e transcriptoma (LUCITT, PRICE et al., 2008). Essa riqueza de informações 

moleculares e de desenvolvimento morfológico, no entanto, carece ainda de uma extensa con- 

traparte funcional – seja em termos de estudos fisiológicos, seja em termos de estudos com- 

portamentais. Nas neurociências – ou, ainda, na psicopatologia e na neuropatologia experi- 

mentais –, alguns trabalhos surgiram recentemente utilizando essa espécie (GUO, 2000; 

GRUNWALD & EISEN, 2002; GOLDSMITH & SOLARI, 2003; NICOLSON, 2006; PANULA, 

SALLINEN et al., 2006; BEST & ALDERTON, 2008), mas poucos desses trabalhos apresentam 

um foco sobre o comportamento (GERLAI, 2003) que, conforme será argumentado nessa in- 

trodução, faz-se cada vez mais necessário no desenvolvimento de modelos comportamentais 

válidos de transtornos psiquiátricos. O presente trabalho buscará esmiuçar o modelo de prefe- 

rência  claro/escuro  (SERRA,  MEDALHA  et  al.,  1999;  GOUVEIA,  ZAMPIERI  et  al.,  2005; 
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MAXIMINO, BRITO et al., 2007) a partir de uma perspectiva paramétrica – ou seja, através da 

manipulação de parâmetros do aparato de teste e de “estados motivacionais” dos animais de 

forma a verificar a confiabilidade do modelo em diferentes contextos e situações. Trata-se, 

ressaltamos, de um primeiro passo para o processo de validação desse modelo como teste 

comportamental de “ansiedade”; passos posteriores envolvem a validação farmacológica e 

experimentos apropriados à validação do construto (WILLNER, 1991). 
 
 
 
 
 

1.1 MODELOS ANIMAIS EM PSICOPATOLOGIA EXPERIMENTAL 
 
 
 
 
 

Em psicopatologia experimental, um modelo é uma simulação comportamental de um 

determinado fenômeno psicopatológico humano. Trata-se de uma estratégia de investigação 

em que o pesquisador identifica um sistema em uma espécie não-humana que seja similar em 

estrutura e função àquele encontrado em humanos, manipula o sistema de forma a clarificar 

o que ocorre quando a sua contraparte humana se danifica, e explora as possíveis estratégias 

de tratamento (WILLNER, 1991). A heurística do modelo comportamental tem sido extrema- 

mente útil tanto em suas aplicações (em especial em relação à investigação de novos com- 

postos farmacológicos) quanto como instrumento de pesquisa para as bases biológicas dos 

transtornos mentais. 

Idealmente, qualquer teste comportamental – inclusos aqui os modelos comportamen- 

tais da psicopatologia – deve passar por extensa validação, ao menos em três níveis 

(WILLNER, 1991): um modelo deve apresentar, em níveis satisfatórios, (a) valor de face (o 

teste comportamental têm uma “aparência” similar ao que pretende simular), (b) valor predi- 

tivo (o teste comportamental têm poder preditivo em relação ao fenômeno que tenta simu- 

lar), e (c) valor de construto (os dados produzidos com o teste aderem-se à teoria sobre o fe- 

nômeno que tenta simular). Ao assumirmos a validade de um teste comportamental, toma- 

mos um posicionamento ontológico de que o fenômeno sendo medido existe e afeta o resul- 

tado de um procedimento de medida (TROUT, 1999). Enquanto o conceito de validade é um 

conceito ontológico – concentrando-se, portanto, na referência, e na causalidade – o proce- 

dimento para garantir a validade (ou seja, a validação) é um conceito epistemológico – con- 
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centrando-se, portanto, no significado e na correlação. A validade é uma propriedade, en- 

quanto a validação é uma atividade. 

Deixadas de lado as questões epistemológicas e semânticas acerca da propriedade 

com que podemos atribuir estados psicológicos a animais não-humanos (KARIN-D'ARCY, 

2005), existe considerável aceitação entre os pesquisadores de modelos comportamentais de 

ansiedade de que esse construto reflete diferentes estratégias de comportamento defensivo 

(BLANCHARD & BLANCHARD, 1988; BLANCHARD, YUDKO et al., 1993; ABRAMS, 1994; 

KAVALIERS & CHOLERIS, 2001). Nesse sentido, a ansiedade humana é uma exaptação de um 

sistema de defesa que é primitivo para os mamíferos, e, possivelmente, para todos os verte- 

brados. 

A rationale por trás dessa formulação é que os animais estão preparados para respon- 

der diferencialmente e de forma espécie-específica a situações de risco, e o fazem em função 

do estado atual de seus organismos (p. ex., seu status energético) e da probabilidade de risco 

no ambiente (i.e., distância defensiva; BLANCHARD, GRIEBEL et al., 1997). “Porque a maioria 

das respostas de ansiedade é „barata‟ e protege contra danos potenciais enormes, um sistema 

ótimo irá expressar muitos alarmes que são desnecessários para uma situação específica, mas 

ainda assim perfeitamente normais (NESSE, 2005, pp. 912-913)”. A principal dimensão da 

ansiedade é a evitação de situações e contextos onde o risco é potencial (TOTH & ZUPAN, 

2007), e a ansiedade difere do medo por sua direção para o futuro (sendo caracterizada pela 

“incontrolabilidade e imprevisibilidade de eventos potencialmente aversivos e por uma rápi- 

da mudança da atenção para o foco dos eventos potencialmente perigosos” (BARLOW, 2002, 

p. 104). Ainda, “a ansiedade implica algum modo de impotência do organismo ou pessoa em 

uma dada conjuntura, a instauração de uma condição aversiva ou penosa e algum grau de 

incerteza ou dúvida” (PESSOTTI, 1978, p. 98). Assim, a presença imediata de um risco (p. 

ex., um predador) elicia um conjunto de comportamentos que são identificáveis com um es- 

tado  de  medo,  e  que  são  sensíveis  a  drogas  anti-pânico,  mas  não  anti-ansiedade 

(BLANCHARD, GRIEBEL et al., 1997); a presença potencial do risco (p. ex., o odor de um pre- 

dador) produz um conjunto diferente de comportamentos (especialmente a “avaliação de ris- 

co”) que é identificado com um estado de ansiedade e sensível a drogas ansiolíticas 

(FANSELOW & LESTER, 1988; BLANCHARD, YUDKO et al., 1993; GRAY & MCNAUGHTON, 

2000; BARLOW, 2002; GODSIL, TINSLEY et al., 2003; MCNAUGHTON & CORR, 2004; 

MCNAUGHTON   &   ZANGROSSI,  2008).   Esse   é   o   conceito   de   “distância   defensiva” 
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(BLANCHARD, YUDKO et al., 1993; BLANCHARD, GRIEBEL et al., 1997) ou “contínuo de imi- 

nência predatória” (FANSELOW & LESTER, 1988; GODSIL, TINSLEY et al., 2003), uma dimen- 

são psicológica que define a topografia da resposta. Por outro lado, a “direção defensiva” 

parece ser o fator crítico na diferenciação entre medo e ansiedade (GRAY & MCNAUGHTON, 

2000; MCNAUGHTON & CORR, 2004; MCNAUGHTON & ZANGROSSI, 2008): o medo opera 

permitindo que um animal retire-se de uma situação perigosa (fuga ou esquiva ativa); a ansi- 

edade opera permitindo que um animal entre em uma situação potencialmente perigosa (ava- 

liação de risco) ou contenha a entrada (esquiva passiva). Nessa situação, ocorre um conflito 

aproximação-evitação (MILLER & KRAELING, 1952; MILLER & MURRAY, 1952; 

MONTGOMERY, 1955; ATTHOWE, 1960; HALLIDAY, 1966; LESTER, 1968; RUSSELL, 1973). 

Os procedimentos de validação são inerentes ao desenvolvimento de modelos 

comportamentais mais robustos em psicopatologia experimental. Essa validação é tripla, en- 

volvendo a definição operacional precisa dos comportamentos que modelam cada aspecto do 

transtorno em questão, assim como os possíveis efeitos diferenciais de fármacos utilizados na 

clínica deste transtorno sobre esses comportamentos; além disso, é preciso alcançar um nível 

aceitável de valor de construto, o fator que “amarra” todo o processo de validação 

(MCNAUGHTON & ZANGROSSI, 2008). O sucesso considerável dos principais modelos com- 

portamentais de ansiedade em diferentes espécies envolve, principalmente, a extensa valida- 

ção comportamental e farmacológica desses procedimentos (MAXIMINO, BRITO & GOUVEIA, 

2010). 
 

Ressaltamos aqui que os procedimentos de validação de um determinado modelo 

comportamental em psicopatologia experimental emprestam robustez a esses procedimentos, 

o que têm conseqüências tanto para a inserção da psicopatologia experimental em um contex- 

to maior das neurociências (neurofarmacologia, neuroanatomia funcional, neurociência evolu- 

tiva, neurociência comportamental) quanto para a utilidade de um determinado modelo no 

desenvolvimento de novos fármacos que sejam efetivos no tratamento da psicopatologia mo- 

delada (WILLNER, 1991). Nesse sentido, a introdução de um novo modelo de ansiedade justi- 

fica-se tanto pelas suas aplicações (desenvolvimento de novos fármacos) quanto pelas possibi- 

lidades que um novo procedimento abre em termos da pesquisa neurocientífica. Especial inte- 

resse encontra-se no desenvolvimento de procedimentos em espécies não-mamíferas, uma 

tendência geral nas neurociências que busca definir não só aquilo que é espécie-específico, 

mas também princípios que são gerais a todos os sistemas nervosos (MARDER, 2002). 
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Nos últimos anos, algumas espécies de peixes teleósteos vêm atraindo o interesse 

de neurocientistas de diversos campos; dentre essas, o paulistinha Danio rerio é um teleósteo 

ciprinídeo largamente utilizado em pesquisas de desenvolvimento neural (cf. GUO, 2000; NI- 

COLSON, 2006) e, cada vez mais, em pesquisas farmacológicas (GOLDSMITH & SOLARI, 2003; 

GOLDSMITH, 2004; NINKOVIC & BALLY-CUIF, 2006; BARROS, ALDERTON et al., 2008; 

REDFERN, WALDRON et al., 2008; GUO, 2009). As extensas homologias que essa espécie apre- 

senta em relação ao sistema nervoso central de mamíferos (WULLIMANN & MUELLER, 2004) o 

tornam ideal para essa função. É uma espécie tropical que habita as porções bentopelágicas de 

córregos, canais, e lagos, sendo predada por peixes e aves piscívoras (ENGEZER, PATTERSON 

et al., 2007; SPENCE, GERLACH et al., 2008). Apresenta escototaxia, um comportamento de 

busca por ambientes escuros. Se esse comportamento de fato representa uma reação de defesa 

espécie-específica, correlata ao que vêm sendo chamado de “avaliação de risco” na literatura 

acerca da ansiedade (KAVALIERS & CHOLERIS, 2001), existe uma probabilidade considerável 

de que seja controlado por estruturas que são, no mínimo, análogos funcionalmente àquelas 

que se consideram estarem envolvidas na mesma função em mamíferos. A validação compor- 

tamental aqui proposta representa um primeiro passo para determinar se, de fato, a escototaxia 

pode ser utilizada como modelo de ansiedade. 
 
 
 
 
 
 
 

1.2 MODELOS DE MEDO, ANSIEDADE E ESTRESSE EM PEIXES1
 

 
 
 
 
 

São poucas as atribuições experimentais do medo, da ansiedade e do estresse a a- 

nimais não-mamíferos. A maior parte dessas atribuições permanece no campo teórico, mode- 

lando o comportamento de peixes em situação de forrageamento na presença de predadores, 

ou modelando o grau com o qual os animais “desistem” de alimento em face de um risco po- 

tencial (GUD, giving-up density). Entretanto, a última década viu o surgimento de alguns mo- 
 
 
 
 

1 Parte do texto dessa seção foi expandida no artigo “Measuring anxiety in zebrafish: A critical review” (Apênd i- 
ce 1) 
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delos experimentais utilizando o paulistinha, e a aplicação de modelos anteriores nessa espé- 

cie. 
 
 
 
 
 
 
1.2.1    Esquiva 

 
 
 
 
 

Existem diversos procedimentos e aparatos experimentais que podem ser utiliza- 

dos para condicionar esquiva (seja ela inibitória, de duas vias, ou de Sidman); todos eles, en- 

tretanto, compartilham o mesmo princípio: o condicionamento, por vezes contextual, do com- 

portamento de esquiva e fuga por meio da aplicação de um estímulo aversivo, e, às vezes, um 

teste comportamental subseqüente, no mesmo aparato, 24 hs após o estabelecimento do con- 

dicionamento. A esquiva inibitória, portanto, não lida diretamente com o comportamento e- 

mocional, e pode ser classificado como um procedimento para estudar a modulação emocio- 

nal da memória. Dado que a maior parte dos modelos de ansiedade/medo podem ser classifi- 

cados em condicionados ou não-condicionados (GREEN & HODGES, 1991), a esquiva inibitó- 

ria pode ser utilizada, por exemplo, para o “screening” do efeito ansiolítico ou ansiogênico de 

um dado composto. 

Existem diversos estímulos que podem ser utilizados no condicionamento da es- 

quiva. Pode-se utilizar a liberação de um peso de metal para punir a entrada do animal em um 

dos compartimentos do aquário (SERRA, MEDALHA et al., 2002). Além dessa aproximação 

simples,  o  uso  de  choques  elétricos  aplicados  na  água  (HORNER,  LONGO  et  al.,  1961; 

BEHREND & BITTERMAN, 1963; SCOBIE, 1970) ou diretamente no corpo dos peixes (DUNLOP, 

MILLSOPP et al., 2006), também é comum na literatura. 

Em linhas gerais, a literatura relata o envolvimento de receptores para glutamato  (XU 
 

& DAVIS, 1992; XU, BOSHOVEN et al., 1998; XU, RUSSELL et al., 2001; XU, BAZNER et al., 
 

2003; XU, SCOTT-SCHEIERN et al., 2007; BLANK, GUERIM et al., 2009), histamina (COFIEL & 

MATTIOLI, 2006) e serotonina (BEULIG & FOWLER, 2008) na aquisição e memória do compor- 

tamento de esquiva. Ablações telencefálicas dificultam a aquisição da esquiva inibitória, além 

de eliminar os traços de memória anteriormente condicionados  (HAINSWORTH, OVERMIER et 
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al., 1967). A ablação telencefálica também produz déficits na esquiva de duas vias 

(HAINSWORTH, OVERMIER et al., 1967; KAPLAN & ARONSON, 1967; SAVAGE, 1968; FUJITA & 

OI, 1969; SAVAGE, 1969), assim como na extinção desse procedimento (HAINSWORTH, 

OVERMIER et al., 1967). Uma análise mais detalhada das funções do telencéfalo na esquiva de 

duas vias foi feita por Portavella e colegas (PORTAVELLA, VARGAS et al., 2002; PORTAVELLA, 

TORRES et al., 2004; PORTAVELLA & VARGAS, 2005) demonstrando que lesões do pálio medi- 

al (Dmd e Dmv), mas não do pálio lateral (Dld e Dlv), alteram a aquisição dessa resposta; 

esses resultados apontam para o pálio medial como um análogo da amígdala, ao passo que o 

pálio lateral seria um análogo do hipocampo. 
 
 
 
 
 
1.2.2    Campo aberto 

 
 
 
 
 

Em sua adaptação pisciana, o campo aberto nada mais é do que um novo aquário 

ao qual o animal é transferido e deve explorar. Dado que se trata de um ambiente novo, a ten- 

dência dos animais nessa exploração é semelhante àquela observada em outras espécies 

(KLEEREKOPER, TIMMS et al., 1970; WARREN & CALLAGHAN, 1976; MIKHEEV & ANDREEV, 

1993; MOK & MUNRO, 1998) – i.e., manter-se mais tempo na periferia do aparato do que no 

centro deste (tigmotaxia). Em um campo aberto, obtemos medidas de exploração que estão 

relacionadas à atividade locomotora e medidas que estão associadas à ansiedade; esse padrão 

de tigmotaxia é alterado por substâncias que produzem um efeito ansiolítico ou ansiogênico 

em roedores (PRUT & BELZUNG, 2003). Em peixes, entretanto, o campo aberto costuma ser 

utilizado para avaliar padrões motores – como, por exemplo, o efeito de drogas que alteram a 

função dopaminérgica (MOK & MUNRO, 1998; BJERKE, 2002; ANICHTCHIK, KASLIN et al., 

2004; LÓPEZ-PATIÑO, YU et al., 2008) e histaminérgica (PEITSARO, KASLIN et al., 2003). 
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1.2.3    Distribuição vertical eliciada pela novidade 
 
 
 
 
 

O primeiro modelo a ser explicitamente chamado de “modelo de ansiedade” utili- 

zando o paulistinha é aquele que chamaremos aqui de “modelo de distribuição vertical elicia- 

da pela novidade” (LEVIN, BENCAN et al., 2007; BENCAN & LEVIN, 2008; LÓPEZ-PATIÑO, YU 

et al., 2008; SPEEDIE & GERLAI, 2008). Esse teste baseia-se na observação de que os paulisti- 

nhas, quando em um estado equivalente ao que poderíamos chamar de „medo‟, tendem a afas- 

tar-se da superfície da água (PFEIFFER, 1977; GERLAI, 2010): 
A escolha de posição (fundo vs. níveis superiores) foi considerada um índice de an- 
siedade, similar à escolha de posição entre braços fechados vs. braços abertos no la- 
birinto em cruz elevado e posições próximas às paredes (tigmotaxia) vs. o centro de 
um campo aberto em roedores (LEVIN, BENCAN et al., 2007, p. 55). 

Manipulações que induzem um estado de ansiedade (e.g., antagonistas dos recep- 
 

tores nicotínicos) aumentam o tempo que o animal passa no fundo do aparato, enquanto ma- 

nipulações que produzem ansiólise (e.g., agonistas dos receptores nicotínicos) diminuem esse 

tempo. Uma medida independente de atividade pode ser derivada avaliando-se o deslocamen- 

to horizontal do animal (DLUGOS & RABIN, 2003; LEVIN, BENCAN et al., 2007; BENCAN, 

SLEDGE et al., 2009; EGAN, BERGNER et al., 2009; WONG, ELEGANTE et al., 2010), e essa me- 

dida parece ser sensível a manipulações que induzem sedação, mas não ansiólise (BENCAN, 

SLEDGE et al., 2009; EGAN, BERGNER et al., 2009). Esse modelo foi utilizado para testar o 

efeito de substâncias que agem sobre o receptor nicotínico neuronal (LEVIN, BENCAN et al., 

2007; BENCAN & LEVIN, 2008) e, mais recentemente, para testar o efeito de drogas com efei- 

tos clínicos sobre a ansiedade (BENCAN, SLEDGE et al., 2009; EGAN, BERGNER et al., 2009). 

A medida principal desse teste – a proporção de tempo que o animal passa no fun- 

do de um ambiente novo no primeiro minuto de exploração – não é inequívoca; pelo menos 

dois estudos (BLASER & GERLAI, 2006; GERLAI, R., FERNANDES, Y. et al., 2009) não foram 

capazes de replicar essa medida. Além disso, esse comportamento não parece ser sensível a 

manipulações que produziriam medo, como a exposição a predadores ou modelos de predado- 

res. BLASER & GERLAI (2006) observaram uma redução no tempo despendido no fundo do 

aquário na apresentação de um modelo tridimensional de predador, enquanto GERLAI et al. 

(2009) não observaram alterações nesse parâmetro. Quando modelos computadorizados são 

utilizados, não houveram alterações no tempo despendido no fundo do aquário, ainda que 
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fossem observados aumentos no nado errático e na freqüência de “saltos” para fora do aquário 

(GERLAI, R., FERNANDES, YOHAAN et al., 2009; AHMED, SEGUIN et al., 2011). A apresenta- 

ção, por via hídrica, de uma substância de alarme sintética, derivada da substância de alarme 

naturalmente produzida por peixes ostarifisianos, parece produzir uma alteração consistente 

no padrão de nado errático, produzindo também cardumes mais coesos, mas não foi capaz de 

eliciar aumento no tempo despendido no fundo do aquário (SPEEDIE & GERLAI, 2008). Assim, 

“Predadores, e estímulos [sinalizadores de] predadores, falharam sistematicamente na indução 

da evitação relativa ao estímulo de controle, talvez o indicador mais fundamental de medo” 

(BLASER, CHADWICK et al., 2010). 

Em relação à dimensão controladora, somente dois trabalhos exploraram essa 

questão a fundo. Como nossa nomenclatura indica, o principal estímulo para a distribuição 

espaçotemporal da exploração em um aparato novo (com o animal inicialmente mantendo-se 

no fundo, e explorando a porção superior somente em pontos posteriores da sessão) parece ser 

a novidade. Animais que são testados em um aparato similar ao aquário de alojamento passam 

menos tempo no fundo deste e fazem mais incursões ao topo do que animais testados em um 

aparato diferente do aquário de alojamento (BENCAN, SLEDGE et al., 2009). Além disso, o 

tempo despendido no fundo do aquário aumenta monotonicamente durante a sessão (WONG, 

ELEGANTE et al., 2010), sugerindo um processo de habituação à novidade do ambiente 

(O'KEEFE & NADEL, 1978; LEUSSIS & BOLIVAR, 2006). Em geral, esses resultados sugerem 

que a dimensão controladora do comportamento dos paulistinhas nesse teste é a novidade. 
 
 
 
 
 
1.2.4    Preferência claro/escuro 

 
 
 
 
 

Talvez a forma mais fundamental de medir as propriedades aversivas e apetitivas 

de um estímulo seja examinarmos comportamentos de aproximação e evitação (CRAIG, 1917; 

MILLER & KRAELING, 1952; MILLER & MURRAY, 1952). Assim, ao invés de utilizarmos mo- 

delos de predadores ou estímulos que sinalizam predadores (como substâncias de alarme) – o 

que, sem dúvida, apresenta relevância etológica, mas não implica em evitação – ou usar um 

campo aberto horizontal ou vertical – que parece possuir pouca relevância etológica –, a apro- 
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ximação experimental utilizada no modelo de preferência por escuridão é investigar estímulos 

que sejam sistematicamente evitados por peixes criados em laboratório, e então medir os 

comportamentos eliciados por esses estímulos. 

Diversas   espécies   de   peixes,   inclusive   às   pertencentes   ao   gênero   Danio 

(MCCLURE, 1999), possuem uma distribuição desigual de melanóforos pelo corpo quando 

adultos. Foi sugerido (FUIMAN & MAGURRAN, 1994) que melanóforos dorsais e dorsalmente 

orientados (como os observados no paulistinha Danio rerio) minimizam a refração e reflexão 

da luz que impinge sobre o corpo do animal, reduzindo a efetividade do forrageamento visual 

feito pelos predadores do D. rerio. Naturalmente, a distribuição dos melanóforos por si só não 

é uma suficiente como estratégia anti-predatória: 
Quando o pigmento está bem desenvolvimento e distribuído de forma apro- 

priada pelo corpo, pode ajudar na cripse, especialmente em peixes associados 

com um substrato ou habitat estruturado. (...) A coloração críptica efetiva re- 

quer substrato e comportamento apropriados. (FUIMAN & MAGURRAN, 1994, 

p. 148) 

Em determinadas espécies de teleósteos, a cripse representa uma defesa anti- 

predatória que associa uma distribuição dorsal de melanóforos e a preferência por substratos 

escuros (SERRA, MEDALHA et al., 1999). Esse comportamento é chamado de escototaxia. Nes- 

se modelo – que será utilizado ao longo de todo o presente trabalho –, o animal é transfe- 

rido do aquário de residência para um aquário de testes dividido em dois compartimentos, um 

claro e outro escuro. Após um período de habituação à transferência, permite-se que o animal 

explore livremente o aparato por 15 minutos, registrando-se o tempo total que o animal des- 

pende em cada compartimento, a duração média das entradas em cada compartimento, e o 

número de alternâncias. Paulistinhas adultos tendem a permanecer cerca de 80% do tempo do 

teste no compartimento escuro (SERRA, MEDALHA  et al., 1999; MAXIMINO, BRITO  et al., 

2007). 
 

No momento, os únicos estudos farmacológicos feitos com esse modelo utilizaram 

larvas de paulistinha como sujeitos (GERLAI, LAHAV et al., 2000; BJERKE, 2002), avaliando os 

efeitos do etanol e de agentes dopaminérgicos. Entretanto, as larvas do paulistinha são trans- 

parentes, e os melanóforos dorsais só irão se desenvolver quando o animal alcança a fase ju- 

venil (MCCLURE, 1999). Como seria de se prever nesse contexto (LANGSDALE, 1993; FUIMAN 

& MAGURRAN, 1994), larvas de paulistinha apresentam preferência pelo ambiente claro. 
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De um ponto de vista de validade de construto, existem duas questões que devem ser 

definidas ao avaliarmos a natureza da escototaxia em termos de possíveis influências da ansi- 

edade. A primeira é se a escototaxia é uma aproximação ao compartimento preto, o que resul- 

taria de um drive exploratório positivo e, portanto, não seria resultado da ansiedade que, espe- 

cialmente na clínica, é caracterizada pela evitação (TOTH & ZUPAN, 2007) e é descrita como 

negativa (BARLOW, 2002). A segunda questão é se, assumindo que o comportamento medido 

resulta da evitação, se trata-se de um comportamento controlado somente pelos aspectos nega- 

tivos (caso em que representaria uma instância de medo), ou se trata-se de um conflito apro- 

ximação-evitação (caso em que representaria uma instância de ansiedade). 

No momento, um único estudo paramétrico foi publicado utilizando esse método. 

BLASER et al. (2010) escolheram animais com maior ou menor evitação do compartimento 

claro (definida pelo tempo de permanência nesse compartimento), dividindo-os em grupos, e 

os confinaram no compartimento preto ou no compartimento branco do aparato, registrando o 

comportamento dos animais; as categorias utilizadas foram “Distância media percorrida” (u- 

ma medida geral de atividade, definida pelo comprimento médio do percurso percorrido pelo 

animal), “Duração da movimentação” (uma medida adicional de atividade, definida pelo tem- 

po que o animal passa movimentando-se a uma velocidade > 1,0 cm/s), “Distância média das 

paredes” (uma medida de tigmotaxia, composta pela distância média do animal em relação à 

parede mais próxima durante a tentativa), “Duração do congelamento” (proporção da tentativa 

em que o animal passa imóvel), e “Velocidade angular” (uma medida de movimento errático, 

em termos de taxa de mudanças no percurso). O confinamento no compartimento branco pro- 

duziu aumentos sistemáticos na taxa de congelamento nos animais que apresentavam forte 

preferência pelo lado claro, enquanto a tigmotaxia, o movimento errático, e a atividade loco- 

motora são maus previsores da magnitude da preferência. Esses resultados sugerem que o 

compartimento branco é aversivo, já que os animais que apresentavam uma evitação marcada 

dessa porção do aparato exibiam comportamentos de medo quando confinados nele. Não é 

possível saber, a partir dos experimentos de BLASER et al. (2010), se esse comportamento é 

controlado somente pelos aspectos negativos, ou se trata-se de um conflito aproximação- 

evitação. Assim, os presentes experimentos buscaram responder a essa questão, através de 

manipulações do aparato e do procedimento que alterassem essas motivações. 



12 
 

 

2 OBJETIVOS 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 
 
 
 
 

O presente trabalho pretende delinear a validação comportamental da exploração 

escototáxica para o paulistinha Danio rerio como modelo de ansiedade, procurando aproxi- 

mar-se dos valores de face, preditivo, e de construto. Essa validação visa, fundamentalmente, 

dois objetivos gerais: 1) o desenvolvimento desse modelo em seus elementos comportamen- 

tais (incluindo variáveis internas, externas, e de procedimento), de forma a subsidiar a futura 

pesquisa psicofarmacológica nessa espécie; e 2) a descrição preliminar desses elementos 

comportamentais, de forma a subsidiar um entendimento posterior melhor acerca das bases 

neurobiológicas da ansiedade em seus aspectos comparados, ecológicos e evolutivos. 
 
 
 
 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 
 
 
 

A partir desses objetivos gerais, o presente projeto pretende: 
 

   Descrever o processo de habituação intra- e inter-sessões da escototaxia. 
 

   Descrever efeitos da exposição forçada ao compartimento branco sobre a 
escototaxia. 

   Investigar o papel da aversividade do compartimento branco na escototaxia. 

  Descrever possíveis alterações no comportamento exploratório desses ani- 
mais no aparato em função do rearing em ambiente enriquecido vs. ambien- 

te empobrecido; 
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3     MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO PRELIMINAR 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.1 PROTOCOLOS PARA ESCOTOTAXIA 
 
 
 
 
 
O protocolo utilizado para a definição da preferência por escuridão e para avaliar os efeitos 

das diferentes manipulações sobre a exploração do compartimento branco e a locomoção total 

foi uma modificação do descrito em Maximino (2007). Uma descrição completa do protocolo 

e suas variações pode ser encontrado em MAXIMINO et al. (2010) e STEWART et al. 

(2011)(Apêndices A e B). 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.1    Materiais 

 
 
 
 
 
Alojamento. Com exceção do alojamento descrito no Experimento 8, em todos os experimen- 

tos os animais foram alojados seguindo recomendações do Canadian Council in Animal Care 

(CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 2005). Os animais foram alojados em grupos (densi- 

dade 1 animal/2 l). As condições de qualidade da água dos aquários foram monitoradas con- 

forme guias específicas para o paulistinha (LAWRENCE, 2007)(Tabela 1). 

Parâmetro Valores tolerados 

Temperatura (° C) 18-24 

Nitrito (mg/l) <0,009 

Nitrato (mg/l) <0,16 
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pH 6,0-8,0 

Salinidade (%) <6 

Tabela 1 - Parâmetros de qualidade de água para os alojamentos dos animais. 
 
 
 
Aparato. Com exceção dos equipamentos diferenciados utilizados nos Experimentos 6 e 7, 

todos os experimentos utilizaram o mesmo aparato-padrão (Figura 2). Um aquário de acrílico 

opaco de 15 cm x 10 cm x 45 cm (altura x largura x comprimento), dividido ao meio em uma 

metade preta e uma metade branca, é utilizado. As paredes e o fundo do aquário foram feitas 

com o mesmo material, de forma a garantir um substrato uniforme para cada compartimento. 

A coluna d‟água foi mantida em 10 cm de altura, produzindo um volume final de 4,5 litros. O 

aparato continha portinholas centrais móveis, apresentando a mesma cor do compartimento 

em que se localizavam (i.e., preto ou branco), definindo um compartimento central medindo 

15 cm x 10 cm x 10 cm. Com exceção das tentativas da condição de alta iluminação do Expe- 

rimento 6, o aparato era iluminado com iluminação ambiente (lâmpada de 60 W, localizada a 

cerca de 1.8 m acima do topo do aquário), produzindo aproximadamente 250 lux sobre o topo 

do aparato. 

 
 

Figura 2 - Aparato de teste utilizado no protocolo proposto. 
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3.1.2    Procedimento 
 
 
 
 
 
O animal foi colocado individualmente no compartimento central do aparato de preferência 

por um período de aclimatação de 3 minutos, após o qual as portinholas que delimitam o 

compartimento central foram removidas. O comportamento dos animais foi registrado por 

todo o período de 15 minutos do teste de preferência. Ainda que o confinamento no compar- 

timento central para aclimatação permita o contato com ambos os lado do aquário, os dados 

provenientes de animais que não cruzaram a linha média em uma sessão de 900 s foram des- 

cartados, de forma a garantir que os animais “amostraram” ambas as alternativas (NOAKES, 

1990). Foram analisados a porcentagem de tempo passada no compartimento branco (%) e o 

número de vezes em que o animal cruzou o centro do aquário (n). 
 
 
 
 
 
 
 

3.2 EXPERIMENTO 1: HABITUAÇÃO INTRA-SESSÃO DA ESCOTOTAXIA2
 

 
 
 
 
 
O grau com que uma determinada medida do comportamento exploratório diminui conforme 

o tempo de aplicação do teste diminui pode ser compreendido como um índice de habituação 

intra-sessão. No caso do comportamento exploratório, a existência de habituação é evidência 

de um controle do comportamento pela novidade do ambiente, já que, conforme a novidade 

decai, também decai o “drive” exploratório (BERLYNE, 1950; HUGHES, 1997). Essa habituação 

é comumente interpretada como uma função da adaptação a um ambiente novo (O'KEEFE & 

NADEL, 1978; LEUSSIS & BOLIVAR, 2006), de acordo com a teoria do mapa cognitivo: quando 

um organismo explora um ambiente novo, uma representação interna é construída; conforme 

o mapa torna-se mais “completo”, a exploração reduz-se (O'KEEFE & NADEL, 1978). No en- 

tanto, a distribuição temporal do comportamento exploratório também pode indicar outras 

variáveis motivacionais, como o medo (HALLIDAY, 1966; LESTER, 1968), ou o conflito entre 
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motivações de aproximação (“drive” exploratório) e evitação (medo) (MONTGOMERY, 1955; 

RUSSELL, 1973). Assim, é possível que a novidade evoque estados concorrentes de medo e 

“curiosidade” (MONTGOMERY, 1955; RUSSELL, 1973); conseqüentemente, o grau com que a 

exploração ocorre depende do grau com que esta é inibida pelo medo: o contato inicial com o 

estímulo novo provoca um conflito aproximação-evitação, com a incidência relativa de cada 

componente dependendo do grau de novidade que caracteriza o estímulo (HUGHES, 1997). 

Logo, a extensão da aproximação deve assemelhar-se a uma função em “U” invertido da no- 

vidade declinante, com o medo energizando o comportamento na presença de novidade inten- 

sa, e a “curiosidade” tornando-se a motivação predominante quando a novidade é menos in- 

tensa. 

Em teleósteos, a habituação intra-sessão a ambientes novos foi pouco estudada. Em lebistes 

(Poecilia reticulata), a novidade do ambiente elicia uma distribuição espaço-temporal da ex- 

ploração que sugere um conflito aproximação-evitação, com o tempo em que o animal passa 

na periferia do aparato apresentando uma variação em forma de “U” invertido (MIKHEEV & 

ANDREEV, 1993). No teste de distribuição vertical eliciada pela novidade (“novel tank diving 

test”), o medaka (Oryzias latipes)apresenta o mesmo padrão em “U” invertido em relação à 

profundidade do aparato, passando mais tempo no fundo do aquário no início, seguido por 

incursões nas porções superiores, que por sua vez são seguidas por um período posterior de 

exploração da porção inferior (MATSUNAGA & WATANABE, 2010). No entanto, no mesmo 

teste, o paulistinha apresenta um aumento monotônico no número de incursões e tempo no 

topo do aquário novo com o passar do tempo (WONG, ELEGANTE et al., 2010). Essa diferença 

entre espécies sugere que o comportamento exploratório no teste de distribuição vertical é 

controlado pela novidade, e não pela ansiedade, ou que a novidade do ambiente é suficiente 

para eliciar um estado tipo-medo no paulistinha. 

No Experimento 1, analisamos a distribuição temporal da atividade total e da exploração do 

lado branco no teste de escototaxia no paulistinha, procurando analisar a se esse teste produz 

o mesmo padrão de comportamento exploratório observado no teste de distribuição vertical 

eliciada pela novidade. 
 
 
 
 
 
 

2 Os experimentos 1 a 4 foram incluídos no artigo “Parametric analyses of anxiety in zebrafish scototaxis” (A- 
pêndice C) 
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3.2.1    2.2.1. Métodos 
 
 
 
 
 
10 animais adultos, de sexo indeterminado, foram colocados individualmente no comparti- 

mento central do aparato de preferência (cf. Protocolo básico para escototaxia, acima) por 

um período de aclimatação de 3 minutos, após o qual as portinholas que delimitam o compar- 

timento central foram removidas. O comportamento dos animais foi registrado por todo o 

período de 15 minutos do teste de preferência, e os registros foram posteriormente divididos 

em blocos de três minutos (i.e., 0-3 min., 3-6 min., 6-9 min., 9-12 min., e 12-15 min.). Ainda 

que o confinamento no compartimento central para aclimatação permita o contato com ambos 

os lado do aquário, os dados provenientes de animais que não cruzaram a linha média em uma 

sessão de 900 s foram descartados, de forma a garantir que os animais “amostraram” ambas as 

alternativas. Foram analisados a porcentagem de tempo passada no compartimento branco 

(%) e o número de vezes em que o animal cruzou o centro do aquário (n). A habituação foi 

verificada, para cada uma dessas variáveis, através de uma regressão linear seguida de um 

teste F contra a hipótese nula de que a inclinação da linha é igual a zero. 
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3.2.2 Resultados 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 3 - a evitação do ambiente branco não habitua, apresentando um padrão bifásico (A). A movimentação 

total no aquário, no entanto, diminui monotonicamente (B). Os pontos representam a média dos valores, enqua n- 

to as barras representam erro médio. 
 
 
A Figura 3 apresenta os resultados para o experimento de habituação intra-sessão. O tempo no 

compartimento branco apresentou uma variação bifásica em função do tempo, com um au- 

mento da exploração nesse compartimento seguida de uma diminuição (Figura 3A). O ajuste 

linear não descreve coerentemente esses resultados (r² = 0,172, inclinação = 0,1533 ± 0,6691, 

F[1, 3] = 0,05252, p = 0,8335). Em relação ao número de cruzamentos, observamos uma queda 
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monotônica (Figura 3B), descrita por uma equação linear (r² = 0,8061, inclinação = -0,3197 ± 
 

0,09053, F[1, 3] = 12,47, p = 0,0386). 
 

 
 
 
 
 
 
 
3.2.3    Discussão preliminar 

 
 
 
 
 
O padrão bifásico observado na evitação do compartimento branco é semelhante à distribui- 

ção espaço-temporal da exploração do lebiste na periferia VS. centro de um aquário novo 

(MIKHEEV & ANDREEV, 1993) e à distribuição da exploração do medaka no fundo VS. topo 

(MATSUNAGA & WATANABE, 2010). Entretanto, o paulistinha não apresenta um padrão bifá- 

sico, mas sim monotônico, da distribuição vertical em ambiente novo (WONG, ELEGANTE et 

al., 2010). O aumento da “ansiedade” ou medo basal desses animais através da exposição a 

tratamentos ansiogênicos (substância de alarme, doses sub-convulsivantes de pentilenotetrazol 

ou cafeína) diminui ou abole a habituação ao ambiente novo, enquanto a diminuição da ansie- 

dade basal através da exposição a tratamentos ansiolíticos (etanol agudo, morfina aguda, fluo- 

xetina crônica) aumenta a habituação no aquário novo (WONG, ELEGANTE et al., 2010). Nos- 

sos resultados sugerem que a evitação do ambiente claro é controlada por um conflito apro- 

ximação-evitação (MONTGOMERY, 1955; RUSSELL, 1973), ou pelo grau de incerteza acerca da 

novidade (HALLIDAY, 1966; LESTER, 1968). Ambas as hipóteses são igualmente plausíveis 

para um padrão bifásico (LESTER, 1968; RUSSELL, 1973). Entretanto, o decréscimo monotôni- 

co da exploração total (Figura 3B) sugere controle pela “curiosidade” (BERLYNE, 1950; 

HUGHES, 1997), o que favorece a hipótese de conflito motivacional. Além disso, a diferença 

dos resultados aqui apresentados com os resultados obtidos com o teste de distribuição verti- 

cal eliciada pela novidade (WONG, ELEGANTE et al., 2010) sugerem que, no paulistinha, a 

novidade do ambiente per se (representada pelo teste de distribuição vertical) produz um pa- 

drão diferente de comportamento exploratório do que o conflito. 
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3.3 EXPERIMENTO 2:   HABITUAÇÃO INTER-SESSÃO (IIS = 24 HS.) DA ESCO- 

TOTAXIA 
 
 
 
 
 
Além da habituação intra-sessão, a habituação inter-sessões também é comumente analisada 

como medida de memória de longo prazo (LEUSSIS & BOLIVAR, 2006). A exposição a estímu- 

los novos costuma produzir uma resposta exploratória que habitua com a repetição (CARLTON 

& ADVOKAT, 1973; FILE & HYDE, 1978; BODNOFF, SURANYI-CADOTTE et al., 1989). No en- 

tanto, em roedores expostos ao labirinto em cruz elevado e ao labirinto em zero elevado, um 

processo de habituação intra-sessão não é observado, um fenômeno referido como “tolerância 

de uma sessão” (FILE, MABBUITT et al., 1990; TREIT, MENARD et al., 1993; RODGERS, 

JOHNSON et al., 1996; COOK, CROUNSE et al., 2002). Sugeriu-se que esse fenômeno reflete a 

aquisição de uma resposta fóbica aos compartimentos abertos desses aparatos (RODGERS & 

SHEPHERD, 1993), e que a falta de habituação (observada quando os animais são expostos a 

ambientes ou estímulos novos) sugere que a novidade por si não é um estímulo ansiogênico 

importante nos labirintos elevados (TREIT, MENARD et al., 1993). 

Da mesma forma como apresenta um aumento monotônico nas entradas e tempo explorando a 

porção superior de um aquário novo conforme a sessão se estende, o paulistinha também a- 

presenta um aumento monotônico a exposições repetidas (WONG, ELEGANTE et al., 2010). No 

Experimento 2, analisamos a habituação inter-sessões no teste de escototaxia em animais ex- 

postos repetidamente ao aparato por cinco dias seguidos, com um intervalo intra-sessões (IIS) 

de 24 horas entre as exposições. 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.1    Métodos 

 
 
 
 
 
10 animais adultos, de sexo indeterminado, foram colocados individualmente no comparti- 

mento central do aparato de preferência (cf. Protocolo básico para escototaxia, acima) por 

um período de aclimatação de 3 minutos, após o qual as portinholas que delimitam o compar- 
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timento central foram removidas. O comportamento dos animais foi registrado por todo o 

período de 15 minutos do teste de preferência. Após o final do teste, cada animal era transfe- 

rido de volta ao aquário de alojamento, onde permaneciam por um intervalo de 24 horas. A- 

pós esse intervalo, os animais foram novamente testados no aparato de teste; a re-exposição 

foi iterada cinco vezes. Ainda que o confinamento no compartimento central para aclimatação 

permita o contato com ambos os lado do aquário, os dados provenientes de animais que não 

cruzaram a linha média em uma sessão de 900 s foram descartados, de forma a garantir que os 

animais “amostraram” ambas as alternativas. Foram analisados a porcentagem de tempo pas- 

sada no compartimento branco (%) e o número de vezes em que o animal cruzou o centro do 

aquário (n). A habituação foi verificada, para cada uma dessas variáveis, através de uma re- 

gressão linear seguida de um teste F contra a hipótese nula de que a inclinação da linha é i- 

gual a zero. 
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3.3.2 Resultados 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 4 - o paulistinha apresenta habituação inter-sessões dos cruzamentos (B), mas não da evitação do compar- 

timento branco (A), entre exposições repetidas ao aparato por cinco dias consecutivos, com um intervalo inter - 

sessões de 24 horas. Os pontos representam a média dos valores, e as barras representam o erro médio. 
 
 
A Figura 4 apresenta os resultados para o experimento de habituação inter-sessões com inter- 

valos inter-sessões (IIS) de 24 hs. Nenhuma habituação foi observada entre as sessões na evi- 

tação do compartimento branco (r² = 0,1951, inclinação = 0,1975 ± 0,2317, F[1,3] = 0,721, p = 

0,4565; Figura 4A). O número de alternâncias entre os compartimentos apresentou declínio 
 

monotônico (r² = 0,9637, inclinação = -5,622 ± 0,6302, F[1,3] = 79,58, p = 0,003; Figura 4B). 
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3.3.3    Discussão preliminar 
 
 
 
 
 
De maneira semelhante ao observado no Experimento 1, não há evidências de habituação da 

evitação do compartimento branco, mas a locomoção total declina monotonicamente após a 

re-exposição diária ao aparato. Esses resultados sugerem que, diferentemente do teste de dis- 

tribuição vertical, a novidade do ambiente não é um fator relevante para a preferência por 

escuridão/evitação do claro para essa espécie. Esses resultados são semelhantes aos observa- 

dos  em  camundongos  expostos  por  três  dias  consecutivos  ao  labirinto  em  zero  elevado 

(COOK, CROUNSE et al., 2002). Entretanto, diferentemente do que é observado em roedores 

expostos repetidamente ao labirinto em cruz elevado (FILE, MABBUITT et al., 1990; RODGERS 

& SHEPHERD, 1993; TREIT, MENARD et al., 1993; RODGERS, JOHNSON et al., 1996), os presen- 

tes resultados não sugerem a presença de “tolerância de uma sessão” no teste de escototaxia 

no paulistinha. Essa diferença pode ser devida a diferenças inter-específicas no comportamen- 

to exploratório, a diferenças na função modelada pelos dois testes (p. ex., ansiedade VS. me- 

do, ou tipos diferentes de ansiedade), ou a uma limitação de memória de longo prazo. Com 

efeito, o intervalo utilizado (24 hs) pode ter sido longo demais para a retenção de uma memó- 

ria aversiva nesses animais, o que levaria aos mesmos resultados observados aqui. Essa hipó- 

tese é improvável, dado que a diminuição na locomoção geral sugere uma habituação à novi- 

dade do aparato após exposições repetidas; além disso, exposições repetidas a um ambiente 

novo geram habituação no teste de distribuição vertical eliciada pela novidade (WONG, 

ELEGANTE et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 

3.4 EXPERIMENTO 3: HABITUAÇÃO INTER-SESSÃO (IIS = 15 MIN.) DA ESCO- 

TOTAXIA 
 
 
 
 
 
No Experimento 2, observamos que a evitação do compartimento branco não habitua quando 

o animal é exposto repetidamente ao aparato, com um intervalo de 24 horas entre as exposi- 



24 
 

 

ções. A possibilidade de que esses resultados sejam devidos a uma limitação de memória de 

longo prazo, e não a uma manutenção da aversão ao claro ou à irrelevância da novidade para 

esse comportamento, leva logicamente à necessidade de manipularmos o intervalo entre as 

exposições. No presente experimento, os animais foram expostos repetidamente ao aparato 

por três tentativas, com um intervalo inter-sessões (IIS) de 15 minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.1    Métodos 

 
 
 
 
 
10 animais adultos, de sexo indeterminado, foram colocados individualmente no comparti- 

mento central do aparato de preferência (cf. Protocolo básico para escototaxia, acima) por 

um período de aclimatação de 3 minutos, após o qual as portinholas que delimitam o compar- 

timento central foram removidas. O comportamento dos animais foi registrado por todo o 

período de 15 minutos do teste de preferência. Após o final do teste, cada animal era transfe- 

rido de volta ao aquário de alojamento, onde permaneciam por um intervalo de 15 minutos. 

Após esse intervalo, os animais foram novamente testados no aparato de teste; a re-exposição 

foi iterada cinco vezes. Ainda que o confinamento no compartimento central para aclimatação 

permita o contato com ambos os lado do aquário, os dados provenientes de animais que não 

cruzaram a linha média em uma sessão de 900 s foram descartados, de forma a garantir que os 

animais “amostraram” ambas as alternativas. Foram analisados a porcentagem de tempo pas- 

sada no compartimento branco (%) e o número de vezes em que o animal cruzou o centro do 

aquário (n). A habituação foi verificada, para cada uma dessas variáveis, através de uma re- 

gressão linear seguida de um teste F contra a hipótese nula de que a inclinação da linha é i- 

gual a zero. 
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3.4.2 Resultados 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 5 – o paulistinha apresenta habituação inter-sessões dos cruzamentos (B), mas não da evitação do com- 

partimento branco (A), entre exposições repetidas ao aparato por cinco dias consecutivos, co m um intervalo 

inter-sessões de 15 minutos. Os pontos representam a média dos valores, e as barras representam o erro médio. 
 
 
A Figura 5 apresenta os resultados do experimento de habituação inter-sessões com intervalos 

inter-sessões (IIS) de 15 minutos. Não houve habituação da evitação do compartimento bran- 

co (r² = 0,48, inclinação = -0,2500 ± 0,2598, F[1,1] = 0,9259, p = 0,5122, Figura 5A), mas hou- 

ve diminuição monotônica no número de alternâncias (r² = 0,95, inclinação = -18,00 ± 1,155, 

F[1,1] = 232, p = 0,0408, Figura 5B). 
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3.4.3    Discussão preliminar 
 
 
 
 
 
Como nos Experimentos 1 e 2, não foi observada habituação da evitação quando os intervalos 

inter-sessão foram reduzidos para 15 minutos; a locomoção total, no entanto, parece habituar. 

Tomados em conjunto, os resultados dos experimentos de habituação sugerem que, ainda que 

a locomoção total seja controlada pela novidade do aparato, a evitação do compartimento 

branco não o é. Assim, diferentemente do teste de distribuição vertical, a novidade não é um 

fator relevante (ou o mais relevante) para a escototaxia. No entanto, pode-se argumentar que 

os animais não habituaram o suficiente ao compartimento branco porque não foram suficien- 

temente expostos a este. Isso poderia ocorrer porque os animais podem facilmente evitar o 

compartimento branco, de forma que a habituação pode não ocorrer. 
 
 
 
 
 
 
 

3.5 EXPERIMENTO 4: EFEITO DA EXPOSIÇÃO FORÇADA AO COMPARTIMEN- 

TO BRANCO NA ESCOTOTAXIA 
 
 
 
 
 
A possibilidade de que a habituação ao compartimento branco não ocorreu por falta de expo- 

sição suficiente pode ser explorada utilizando-se de um método de exposição forçada (TREIT, 

MENARD et al., 1993), confinando o animal no compartimento branco. No labirinto em cruz 

elevado, o confinamento ao braço aberto não aumenta as medidas posteriores de ansiedade 

(TREIT, MENARD et al., 1993); no labirinto em T elevado, o confinamento ao braço aberto 

aumenta as medidas posteriores de pânico, mas não de ansiedade (TEIXEIRA, ZANGROSSI et 

al., 2000). Em paulistinhas com forte preferência pelo compartimento preto, o confinamento 

no compartimento branco elicia um aumento na freqüência de congelamento após re- 

exposição ao aparato (BLASER, CHADWICK et al., 2010). No Experimento 4, os animais foram 

confinados por três vezes no compartimento branco antes de explorarem livremente o aparato. 
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3.5.1    Métodos 
 
 
 
 
 
10 animais foram individualmente transferidos para o compartimento branco do aquário para 

a primeira tentativa de exposição forçada, e a saída desse compartimento foi barrada. Uma 

tentativa de exposição forçada durou 15 minutos, e as tentativas foram repetidas mais duas 

vezes, com um intervalo de 3 minutos entre as elas. Após três tentativas de exposição forçada 

para um único sujeito, este era transferido para o compartimento central do aparato (cf. Proto- 

colo básico para escototaxia, acima) por um período de aclimatação de 3 minutos, após o 

qual as portinholas que delimitam o compartimento central foram removidas. Um grupo- 

controle de 10 animais não foi confinado anteriormente no compartimento branco. O compor- 

tamento dos animais foi registrado por todo o período de 15 minutos do teste de preferência. 

Ainda que o confinamento no compartimento central para aclimatação permita o contato com 

ambos os lado do aquário, os dados provenientes de animais que não cruzaram a linha média 

em uma sessão de 900 s foram descartados, de forma a garantir que os animais “amostraram” 

ambas as alternativas. Foram analisados a porcentagem de tempo passada no compartimento 

branco (%) e o número de vezes em que o animal cruzou o centro do aquário (n). Os resulta- 

dos foram analisados através de testes t paramétricos (porcentagem de tempo no comparti- 

mento branco) ou não paramétricos (número de alternâncias). 
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3.5.2 Resultados 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 6 – Três tentativas de exposição forçada ao compartimento branco anteriormente ao teste não alteram (A) 

o tempo no compartimento branco, ou (B) o número de alternâncias. Em (A), as colunas indicam a média dos 

valores, e as barras indicam o erro médio. Em (B), os box-plots representam medianas e intervalo interquartis, e 

as barras representam os valores mais altos ou mais baixos localizados dentro de 1.5 intervalos inter-quartil dos 

quartis superior e inferior. n.s., não-significativo. 
 
 
Conforme apresentado na Figura 6, a exposição forçada ao compartimento branco não produ- 

ziu efeitos sobre o tempo no compartimento branco (t[g.l. = 18] = 0,8493, p = 0,4069) ou sobre o 

número de alternâncias (U = 30,5, p = 0,4011). 
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3.5.3    Discussão preliminar 
 
 
 
 
 
A exposição forçada ao ambiente aversivo (compartimento branco) não alterou a preferência 

pelo compartimento preto ou a locomoção geral no aparato. Isso sugere que, ainda que o 

compartimento  branco  aparentemente  represente  um  reforçador  negativo  (BLASER, 

CHADWICK et al., 2010), a escototaxia não pode ser atribuída somente a uma motivação de 

evitação. Esses resultados são compatíveis com o reportado na literatura em roedores (TREIT, 

MENARD et al., 1993; TEIXEIRA, ZANGROSSI et al., 2000) e na escototaxia em paulistinhas 

(BLASER, CHADWICK et al., 2010), onde a exposição forçada à região aversiva do aparato au- 

menta medidas de medo, mas não ansiedade. Esses resultados também reforçam a hipótese de 

que a preferência pelo compartimento escuro não é devida a uma fuga do compartimento 

branco. 
 
 
 
 
 
 
 

3.6 EXPERIMENTO 5: EFEITO DE DIFERENTES NÍVEIS DE ILUMINAÇÃO SO- 

BRE O COMPARTIMENTO BRANCO NA ESCOTOTAXIA3
 

 
 
 
 
 
Os experimentos relativos à habituação intra- e inter-sessões e a exposição forçada sugerem 

que a novidade não é o principal fator que controla o comportamento do paulistinha no teste 

de escototaxia, e que a preferência pelo compartimento preto do aquário não é mais bem ex- 

plicada somente por uma aversão ao ambiente claro. Entretanto, uma explicação alternativa 

para esses resultados é que o ambiente escuro é apetitivo, mas o ambiente claro não é aversivo 

– produzindo uma aproximação apetitiva ao ambiente escuro, mas não necessariamente uma 

evitação do ambiente claro. Se o ambiente claro é aversivo, entretanto, alterar a iluminação 

sobre ele deve diminuir o tempo que os animais passam explorando-o. 
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3.6.1    Métodos 
 
 
 
 
 
10 animais foram individualmente transferidos para o compartimento central do aparato (cf. 

Protocolo básico para escototaxia, acima) por um período de aclimatação de 3 minutos, após 

o qual as portinholas que delimitam o compartimento central foram removidas. Para esses 

animais (condição de baixa iluminação), o aparato era iluminado por luz ambiente (uma lâm- 

pada de 60 W localizada a 1.8 m acima do topo do aquário de teste). Um segundo grupo (con- 

dição de alta iluminação) foi exposto a um aparato com uma fonte de luz extra (luz fluores- 

cente de 100 W localizada a 1 m acima do topo do aquário). O comportamento dos animais 

foi registrado por todo o período de 15 minutos do teste de preferência. Ainda que o confina- 

mento no compartimento central para aclimatação permita o contato com ambos os lado do 

aquário, os dados provenientes de animais que não cruzaram a linha média em uma sessão de 

900 s foram descartados, de forma a garantir que os animais “amostraram” ambas as alternati- 

vas. Foram analisados a porcentagem de tempo passada no compartimento branco (%) e o 

número de vezes em que o animal cruzou o centro do aquário (n). Os resultados foram anali- 

sados através de testes t paramétricos (porcentagem de tempo no compartimento branco) ou 

não paramétricos (número de alternâncias). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 Os experimentos 5 a 7 foram incluídos no artigo (submetido) “Parametric analyses of anxiety in zebrafish sco- 
totaxis: Effects of light levels, compartment color, and compartment proportion” (Apêndice D) 
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3.6.2 Resultados 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 7 - O aumento da iluminação sobre o compartimento branco diminui a exploração deste (A), mas não o 

número de alternâncias (B). Em (A), as colunas indicam a média dos valores, e as barras indicam o erro médio. 

Em (B), os box-plots representam medianas e intervalo interquartis, e as barras representam os valores mais altos 

ou mais baixos localizados dentro de 1.5 intervalos inter-quartil dos quartis superior e inferior. **, p < 0.01; 

N.S., não-significativo. 
 
 
Como podemos verificar na Figura 7, um aumento na iluminação sobre o compartimento 

branco diminuiu o tempo passado neste (t[g.l. = 18] = 3,372, p = 0,0034), sem alterar o número 

de alternâncias entre os compartimentos (U = 40, p = 0,99). 
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3.6.3    Discussão 
 
 
 
 
 
Os níveis de iluminação do aparato modulam o comportamento de fuga e esquiva de roedores 

em diferentes modelos. Na caixa claro/escuro murina, o aumento da iluminação no comparti- 

mento claro diminui o tempo que os animais passam explorando o compartimento claro 

(MISSLIN, BELZUNG et al., 1989); esse efeito é parcialmente visual, já que a administração 

oftálmica de atropina (um agente dilatador pupilar) diminui ainda mais esse tempo, e animais 

que só apresentam melanopsinas (sem nenhum outro fotopigmento) não apresentam evitação 

sem dilatação pupilar (SEMO, GIAS et al., 2010). A dilatação pupilar também produz ativação 

do córtex retrosplenial (uma porção do córtex cingulado) em camundongos tipo selvagem e 

camundongos que só apresentam melanopsinas, sugerindo que a evitação é guiada pela aver- 

sividade do ambiente (SEMO, GIAS et al., 2010). A magnitude das respostas de sobressalto, em 

ratos, é monotonicamente aumentada pelo aumento nos níveis de iluminação (WALKER & 

DAVIS, 1997). No labirinto em cruz elevado, o aumento nos níveis de iluminação aumenta a 

evitação dos braços abertos (GARCIA, CARDENAS et al., 2005), e altos níveis de iluminação 

aumentam a ansiedade e a imunoreatividade tipo-c-Fos em neurônios serotonérgicos da rafe 

dorsal em ratos expostos ao campo aberto (BOUWKNECHT, SPIGA et al., 2007). Devemos notar 

que, ainda que as ecologias sensoriais de roedores e paulistinhas sejam bastante diferentes – 

i.e., roedores noturnos derivam mais informação de comprimentos de onda curtos, enquanto 

os paulistinhas (diurnos) derivam mais informação de comprimentos de onda longos – os ní- 

veis de iluminância parecem aumentar a aversividade do ambiente para ambos os grupos. Es- 

sa evitação pode ser explicada pela hipótese críptica da escototaxia, na qual a preferência por 

ambientes escuros no paulistinha é uma adaptação comportamental para a busca de substratos 

apropriados para a camuflagem contra predadores aéreos (GERLAI, 2010). 
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3.7 EXPERIMENTO 6: EFEITO DA COR DOS COMPARTIMENTOS NA ESCOTO- 

TAXIA 
 
 
 
 
 
A preferência por escuridão têm se mostrado um comportamento consistente, mas existem 

relatos na literatura de procedimentos que produzem aversão pelo compartimento escuro 

(GERLAI, LAHAV et al., 2000; CHAMPAGNE, HOEFNAGELS et al., 2010). Nesses relatos, o apa- 

rato utilizado é diferente do descrito aqui, com o aparato branco sendo substituído por um 

aparato transparente, e o aparato preto sendo protegido por uma cobertura; aqui, o animal 

prefere o compartimento transparente ao compartimento preto. Somados ao resultado do Ex- 

perimento 5, esses experimentos sugerem que a cor ou a iluminação do compartimento branco 

são essenciais para estabelecer a preferência. Nesse caso, a preferência pelo compartimento 

preto pode ser entendida como uma adaptação comportamental para a busca de substratos 

apropriados para a camuflagem contra predadores aéreos (GERLAI, 2010). Uma explicação 

alternativa para esses resultados, no entanto, é que a própria luz é aversiva para esses animais, 

e um mecanismo de cripse não faz parte do comportamento observado. Para testar essa hipó- 

tese alternativa, no Experimento 6 diferentes cores de substrato (preto, branco e cinza) foram 

combinadas. 
 
 
 
 
 
 
 
3.7.1    Métodos 

 
 
 
 
 
10 animais foram individualmente transferidos para o compartimento central do aparato (cf. 

Protocolo básico para escototaxia, acima) por um período de aclimatação de 3 minutos, após 

o qual as portinholas que delimitam o compartimento central foram removidas. Um segundo 

grupo (condição preto-cinza; n = 10) foi exposto a um aparato no qual o compartimento bran- 

co era substituído por um compartimento cinza. Um terceiro grupo (condição branco-cinza; n 

= 10) foi exposto a um aparato no qual o compartimento preto era substituído por um compar- 

timento cinza. O comportamento dos animais foi registrado por todo o período de 15 minutos 
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do teste de preferência. Ainda que o confinamento no compartimento central para aclimatação 

permita o contato com ambos os lado do aquário, os dados provenientes de animais que não 

cruzaram a linha média em uma sessão de 900 s foram descartados, de forma a garantir que os 

animais “amostraram” ambas as alternativas. Foram analisados a porcentagem de tempo pas- 

sada no compartimento branco (%) e o número de vezes em que o animal cruzou o centro do 

aquário (n). Os resultados foram analisados através de testes ANOVAs de uma via paramétri- 

cas (porcentagem de tempo no compartimento branco) ou não paramétricas (número de alter- 

nâncias). 
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3.7.2 Resultados 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 8 – a troca do compartimento branco por um compartimento cinza (aquário preto-cinza) ou do comparti- 

mento preto por um compartimento cinza (aquário branco-cinza) aumenta a exploração da porção mais clara do 

aparato (A), mas não o número de alternâncias (B). Em (A), as colunas indicam a média dos valores, e as barras 

indicam o erro médio. Em (B), os box-plots representam medianas e intervalo interquartis, e as barras represen- 

tam os valores mais altos ou mais baixos localizados dentro de 1.5 intervalos inter-quartil dos quartis superior e 

inferior. ***, p < 0.005; *, P < 0.05; N.S., não-significativo. 
 
 
Como mostrado na Figura 8A, os aquários preto-cinza e branco-cinza produziram maior ex- 

ploração do compartimento cinza (preto-cinza) ou branco (branco-cinza) do que o aquário 

preto-branco (F[2, 23] = 12,46, p = 0,0003). Não houve, no entanto, diferença entre os aquários 

no seu efeito sobre a locomoção total (Figura 8B; H[g.l. = 3] = 4,919, p = 0,0855). 
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3.7.3    Discussão 

 
 
 
 
 
De acordo com a hipótese críptica, a preferência por escuridão representa, no paulistinha, uma 

adaptação comportamental para a camuflagem com o substrato (GERLAI, 2010). Em peixes, a 

efetividade da cripse como defesa contra predadores aéreos depende da distribuição dos me- 

lanóforos na superfície do animal; a presença de melanóforos dorsais ou dorsalmente orienta- 

dos minimiza a refração e a reflexão da luz incidente sobre o peixe, reduzindo a efetividade da 

informação visual recebida por predadores (FUIMAN & MAGURRAN, 1994). Além disso, o 

habitat de origem do D. rerio é composto por água límpida com pouca turbidez e aluviões 

como substrato (ENGEZER, PATTERSON et al., 2007), sugerindo uma adaptação para a evitação 

de predadores nesses ambientes. Tomados em conjunto com os resultados dos experimentos 

anteriores, dos experimentos relatados por BLASER et al. (2010) e a preferência pelo compar- 

timento transparente relatada por GERLAI et al. (2000) e CHAMPAGNE et al. (2010), esses re- 

sultados sugerem que a preferência por escuridão, no paulistinha, não é resultado somente da 

aproximação ao compartimento escuro ou da evitação do compartimento claro, e nem se deve 

somente à aversão à luz. 
 
 
 
 
 
 
 

3.8 EXPERIMENTO 7: EFEITO DA PROPORÇÃO DOS COMPARTIMENTOS NA 

ESCOTOTAXIA 
 
 
 
 
 
Nos experimentos anteriores, verificou-se que a preferência por escuridão parece resultar de 

um conflito aproximação-evitação, controlado principalmente por uma dimensão de “risco”. 

O risco pode ser entendido com a magnitude relativa das conseqüências previstas para a apro- 
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ximação e para a evitação (ATTHOWE, 1960); conforme o risco aumenta, o conflito também 

aumenta (MILLER & KRAELING, 1952; MILLER & MURRAY, 1952; ATTHOWE, 1960), envie- 

sando a decisão na direção da evitação (GRAY  & MCNAUGHTON, 2000; MCNAUGHTON & 

CORR, 2004). Assim, ao aumentarmos a aversividade do compartimento branco (aumentando 

a iluminação sobre ele), verificamos uma diminuição da exploração deste. O fator principal 

dessa aversividade parece ser o aumento na dificuldade de cripse, já que a substituição do 

compartimento branco por um compartimento cinza aumenta a exploração deste. Além disso, 

a substituição do compartimento preto por um compartimento cinza aumenta a exploração do 

compartimento branco, possivelmente por uma diminuição do conflito. No Experimento 7, 

essa hipótese foi avaliada alterando-se a proporção que os compartimentos branco e preto 

ocupam no aparato. 
 
 
 
 
 
 
 
3.8.1    Métodos 

 
 
 
 
 
10 animais foram individualmente transferidos para o compartimento central do aparato (cf. 

Protocolo básico para escototaxia, acima) por um período de aclimatação de 3 minutos, após 

o qual as portinholas que delimitam o compartimento central foram removidas. Um segundo 

grupo (condição 75% branco; n = 10) foi exposto a um aparato no qual o compartimento 

branco ocupava 75% do aparato. Um terceiro grupo (condição 75% preto; n = 10) foi exposto 

a um aparato no qual o compartimento preto ocupava 75% do aparato. O comportamento dos 

animais foi registrado por todo o período de 15 minutos do teste de preferência. Ainda que o 

confinamento no compartimento central para aclimatação permita o contato com ambos os 

lado do aquário, os dados provenientes de animais que não cruzaram a linha média em uma 

sessão de 900 s foram descartados, de forma a garantir que os animais “amostraram” ambas as 

alternativas. Foram analisados a porcentagem de tempo passada no compartimento branco 

(%) e o número de vezes em que o animal cruzou o centro do aquário (n). Os resultados foram 

analisados através de ANOVAs de uma via paramétricas (porcentagem de tempo no compar- 

timento branco) ou não paramétricas (número de alternâncias). 
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3.8.2 Resultados 

 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 9 – O aumento da proporção do aparato ocupada pelo compartimento branco diminui a exploração deste 

(A), mas não o número de alternâncias (B). A diminuição dessa proporção, no entanto, não produz efeitos (A, 

B). Em (A), as colunas indicam a média dos valores, e as barras indicam o erro médio. Em (B), os box -plots 

representam medianas e intervalo interquartis, e as barras representam os valores mais altos ou ma is baixos loca- 

lizados dentro de 1.5 intervalos inter-quartil dos quartis superior e inferior. *, P < 0.05; N.S., não-significativo. 
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Como podemos depreender da Figura 9A, o aumento do espaço ocupado pelo compartimento 

branco de 50% para 75% do aparato diminui o tempo que os animais passam neste (F[2, 29] = 

3,899, p = 0,0326); o efeito inverso não foi observado quando o compartimento branco ocu- 
 

pava somente 25% do aparato (q = 3.074, p > 0,05, teste HSD de Tukey). Não houve diferen- 

ças no número de alternâncias produzidas pelos aquários (Figura 9B; H[g.l. = 3]  = 3,430, p = 

0,1799). 
 

 
 
 
 
 
 
 
3.8.3    Discussão preliminar 

 
 
 
 
 
Da mesma forma como o aumento da iluminação, o aumento da proporção do aparato que é 

ocupada pelo compartimento branco também diminui o tempo que os animais passam explo- 

rando este, sem alterar a locomoção total. Tomados em conjunto, os três últimos experimentos 

sugerem a importância da evitação do compartimento branco na definição da escototaxia. 
 
 
 
 
 
 
 

3.9 EXPERIMENTO 8: EFEITO DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA ESCO- 

TOTAXIA4
 

 
 
 
 
 
Dentre as diversas manipulações que afetam respostas tipo-ansiedade em mamíferos, o enri- 

quecimento ambiental vem sendo extensamente estudado (VAN PRAAG, KEMPERMANN et al., 

2000). O enriquecimento ambiental produz importantes efeitos sobre o comportamento emo- 

cional e a cognição em roedores. O alojamento de ratos adultos em um ambiente enriquecido 

diminui os índices de ansiedade no labirinto em cruz elevado, diminui as respostas compor- 
 
 

4 O experimento descrito em 3.9 (Experimento 8) faz parte do artigo (submetido) “Environmental „enrichment‟, 
anxiety and habituation in zebrafish and goldfish: A comparative study using the scototaxis test”. (Apêndice 
E) 
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tamentais e neuroendócrinas à novidade e a estressores (DALY, 1973; DENENBERG, 1975; 

ESCORIHUELA, TOBENA et al., 1994; KLEIN, LAMBERT et al., 1994), aumenta a atividade em 

ambientes novos (RENNER, 1987; RENNER  & ROSENZWEIG, 1987; WIDMAN  & ROSELLINI, 

1990; ESCORIHUELA, TOBENA et al., 1994), acelera a habituação em ambientes novos e me- 

lhora a aprendizagem espacial (VARTY, PAULUS et al., 2000; SCHRIJVER, BAHR et al., 2002; 

ELLIOT & GRUNBERG, 2005; MESHI, DREW et al., 2006; DEL ARCO, SEGOVIA et al., 2007; 

AMARAL, VARGAS et al., 2008; BRENES, PADILLA et al., 2009). Em peixes, no entanto, exis- 

tem poucos relatos dos efeitos neurocomportamentais do enriquecimento ambiental. Em lebis- 

tes (Poecilia reticulata), o aquário “padrão” de laboratório (supostamente empobrecido em 

relação ao ambiente natural) produz animais com cérebros menores do que os capturados no 

ambiente natural (BURNS, SARAVANAN et al., 2009). Em diversas espécies de caraciformes, 

ciprinodontiformes e perciformes, o enriquecimento ambiental aumenta a capacidade dos re- 

sidentes em estabelecer dominância em relação a intrusos (NIJMAN & HEUTS, 2000). Em sal- 

mões e paulistinhas, o enriquecimento ambiental aumenta a taxa de proliferação celular no 

prosencéfalo (LEMA, HODGES et al., 2005; VON KROGH, SØRENSEN et al., 2010); no paulisti- 

nha, esse efeito é acompanhado de uma diminuição na atividade locomotora (VON KROGH, 

SØRENSEN et al., 2010). No Experimento 8, testamos o efeito do enriquecimento ambiental 

sobre a escototaxia no paulistinha. 
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3.9.1 Métodos 
 

 
 
 
 
 

 
Figura 10 - (A) Visão superior do aquário de alojamento "enriquecido". (B) Visão lateral do mesmo aquário. 

 
 
 
O grupo-controle (n = 10) consistiu de animais retirados aleatoriamente do aquário de criação 

“padrão”, mantido nas condições descritas 2.1.1, acima. O grupo experimental foi criado em 

um aquário “enriquecido” por duas semanas; esse aquário apresentava substrato naturalístico 

(pedriscos de basalto ou quartzo), rochas maiores (granito) espalhadas pelo substrato, plantas 

calcífugas, e tocas para proteção (Figura 10). O comportamento dos animais foi registrado por 

todo o período de 15 minutos do teste de preferência. Ainda que o confinamento no compar- 

timento central para aclimatação permita o contato com ambos os lado do aquário, os dados 

provenientes de animais que não cruzaram a linha média em uma sessão de 900 s foram des- 

cartados, de forma a garantir que os animais “amostraram” ambas as alternativas. Foram ana- 

lisados a porcentagem de tempo passada no compartimento branco (%) e o número de vezes 
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em que o animal cruzou o centro do aquário (n). Os resultados foram analisados através de 

testes t paramétricos (porcentagem de tempo no compartimento branco) ou não paramétricos 

(número de alternâncias). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.9.2    Resultados 

 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 11 – Paulistinhas criados por duas semanas em um aquário enriquecido exploram o compartimento bran- 

co por mais tempo (A), mas não há efeito no número de alternâncias (B). A diminuição dessa proporção, no 

entanto, não produz efeitos (A, B). Em (A), as colunas indicam a média dos valores, e as barras indicam o erro 
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médio. Em (B), os box-plots representam medianas e intervalo interquartis, e as barras representam os valores 

mais altos ou mais baixos localizados dentro de 1.5 intervalos inter-quartil dos quartis superior e inferior. *, P < 

0.05; N.S., não-significativo. 
 
 
 
Como podemos depreender da Figura 11A, os animais criados no ambiente enriquencido pas- 

saram mais tempo no compartimento branco (t[g.l. = 16]  = 2,664, p = 0,017). Não houve efeito 

do ambiente enriquecido sobre a locomoção (U = 34,5, p = 0,6245, Figura 11B). 
 
 
 
 
 
 
 
3.9.3    Discussão preliminar 

 
 
 
 
 
A criação em ambiente enriquecido é uma manipulação ambiental que produz efeitos compor- 

tamentais bem definidos sobre a ansiedade e o processamento da novidade. Paulistinhas cria- 

dos em ambiente enriquecido apresentam maior proliferação celular no prosencéfalo e menor 

locomoção no alojamento (VON KROGH, SØRENSEN et al., 2010); no presente experimento, o 

enriquecimento ambiental promoveu um efeito ansiolítico seletivo, mas não alterou a locomo- 

ção total no aparato de teste. Esses resultados são comparáveis ao observado em roedores 

(DALY, 1973; DENENBERG, 1975; ESCORIHUELA, TOBENA ET AL., 1994; KLEIN, LAMBERT ET 

AL., 1994). 
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4     DISCUSSÃO 
 
 
 
 
 
Nos experimentos descritos nessa dissertação, observamos que a preferência por escuridão 

parece representar um comportamento robusto de evitação de predadores, sendo controlada 

por uma dimensão de conflito aproximação-evitação. A evitação do compartimento branco 

apresenta um padrão bifásico, com um aumento na evitação precedendo uma diminuição (Ex- 

perimento 1). Essa mesma evitação não habitua frente à exposição repetida, independente- 

mente do intervalo inter-sessões, ao contrário da locomoção total (Experimentos 2 e 3); a ex- 

posição forçada ao compartimento branco não altera a exploração subseqüente nem a locomo- 

ção total (Experimento 4). Esses resultados sugerem que a novidade do aparato não é a di- 

mensão controladora da escototaxia; além disso, esses resultados também sugerem que a pre- 

ferência pelo compartimento preto não é causada simplesmente pela esquiva ao compartimen- 

to branco, ainda que essa certamente tenha um papel importante. O papel da aversividade do 

compartimento branco foi investigado na segunda série de experimentos. A iluminação sobre 

o compartimento branco é um fator ansiogênico, já que aumentá-la diminui o tempo que os 

animais passam sobre este sem afetar a locomoção total (Experimento 5). Esse fenômeno pa- 

rece se dever a uma diminuição na capacidade de camuflagem com o substrato (cripse), já que 

alterar a cor do compartimento branco para cinza aumenta o tempo passado neste, enquanto 

alterar a cor do compartimento preto para cinza aumenta o tempo passado no compartimento 

branco, ambas as alterações não afetando a locomoção total (Experimento 6). Além disso, o 

aumento da proporção ocupada pelo compartimento branco no aparato (de 50% para 75%) 

diminui o tempo passado neste sem afetar a locomoção total (Experimento 7). Esses resulta- 

dos sugerem que o compartimento branco é aversivo, e portanto a preferência pelo comparti- 

mento preto não é causada simplesmente por propriedades reforçadoras positivas desse ambi- 

ente. Tomados em conjunto, os resultados das duas séries de experimentos sugerem que a 

escototaxia resulta do conflito aproximação-evitação. O Experimento 8 representa uma mani- 

pulação ambiental comum que altera a ansiedade em roedores, o enriquecimento; aqui, ani- 

mais criados em ambiente enriquecido por duas semanas apresentam menor evitação do com- 

partimento branco. 

Tomados em conjunto, os resultados aqui descritos sugerem que há uma importante dimensão 

de evitação na escototaxia e, portanto, esse comportamento não resulta somente de um drive 
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exploratório positivo. Assim, os animais não passam mais tempo no compartimento escuro 

porque esse é um reforçador positivo, mas porque evitam o compartimento claro. Além disso, 

essa evitação é proporcional à aversividade da porção clara do aparato; se essa porção é cinza, 

a evitação diminui e, se aumentamos a iluminação sobre ela, a evitação aumenta. O padrão 

bifásico de exploração, e o fato de os animais fazerem incursões no compartimento branco, 

sugere que a novidade do ambiente produz uma motivação positiva (ainda que mista) que leva 

à exploração do aparato como um todo. Essa motivação, por outro lado, é contrabalançada 

pela motivação negativa que leva à evitação do compartimento branco. 

Esses resultados sugerem que o teste proposto apresenta boa validade de construto – ou seja, o 

comportamento observado conforma-se à racional teórica da ansiedade (MCNAUGHTON & 

ZANGROSSI, 2008). A ansiedade é controlada por um sistema que inibe o comportamento cor- 

rente, aumentando a atenção (análise do ambiente, avaliação de risco, e buscas na memória) e 

ativação. A saída comportamental prototípica desse sistema é a avaliação de risco, que 
pode ser vista como apoiando as funções de um mecanismo de decisão que normal- 
mente selecionaria entre os comportamentos de aproximação ou evitação, mas que é 
incapaz de fazê-lo durante o conflito quando (por definição) a aproximação e a evi- 
tação estão balanceadas. Ele busca a informação necessária para direcionar o balan- 
ço na direção da aproximação (se a ameaça prova-se menor do que inicialmente per- 
cebida) ou evitação (se a ameaça prova-se maior)(MCNAUGHTON & CORR, 2004). 

Em relação ao comportamento exploratório, esse modelo baseia-se na asserção de MONTGO- 

MERY & MONKMAN (1955) de que a exploração não é motivada pelo medo, mas o medo indu- 

zido pela novidade tende a invocar estados competitivos de medo e “curiosidade”. Assim, 

quando um ambiente é potencialmente aversivo (como o compartimento branco do aparato de 

escototaxia), o medo tende a inibir a atividade exploratória em proporção à intensidade da 

aversividade do ambiente. Conseqüentemente, a extensão da exploração depende do quanto 

esta é inibida pelo medo. Em nossos experimentos, observamos que o aumento da aversivida- 

de do compartimento claro diminui o tempo que os animais passam neste, enquanto a diminu- 

ição da aversividade aumenta esse tempo. 

Uma conseqüência dessas formulações (MILLER  & KRAELING, 1952; MILLER  & MURRAY, 
 

1952; MONTGOMERY, 1955; MONTGOMERY & MONKMAN, 1955; HALLIDAY, 1966; RUSSELL, 
 

1973) é que a extensão da aproximação a um ambiente novo deve apresentar um padrão bifá- 

sico; o medo energiza o comportamento na presença da novidade intensa e do risco, e então a 

“curiosidade” (BERLYNE, 1950) torna-se a motivação dominante quando a novidade diminui. 

Em situações de alta novidade, assim como em situações de baixa novidade, a tendência para 
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aproximar-se de um estímulo novo aversivo é baixa por causa do medo (alta novidade) e do 

desinteresse (baixa novidade)(HUGHES, 1997). Em nossos experimentos, o decréscimo da 

novidade diminui monotonicamente o número de alternâncias e produz um padrão bifásico no 

tempo no compartimento branco. 

Ainda que a novidade seja um componente importante nas formulações teóricas da ansiedade, 

o aspecto central é a evitação (PESSOTTI, 1978; BARLOW, 2002; TOTH & ZUPAN, 2007). Em 

nossos experimentos, verificamos que a novidade tem um papel importante na escototaxia, 

mas não é determinante na evitação. Assim, o decréscimo da novidade através da habituação 

intra- ou inter-sessões ou através do confinamento no compartimento branco, diminui o núme- 

ro de alternâncias, mas não altera o tempo no compartimento branco. 

Nossos resultados sugerem que a caixa de preferência claro/escuro produz comportamentos 

tipo-ansiedade no paulistinha Danio rerio, possibilitando a introdução de um novo modelo 

para o estudo da neurobiologia da ansiedade, sua genética, seu desenvolvimento e sua evolu- 

ção. 
 
 
5     CONCLUSÕES 

 
 
 
 
 

   A exploração do compartimento branco não habitua, mas o número de alternâncias 
sim. A exploração do compartimento branco varia bidirecionalmente com a aversivi- 

dade desta porção do aparato. 
 
 
 

   Sugerimos que esses resultados demonstram o papel do conflito motivacional na esco- 

totaxia; portanto, essa não representa mera evitação do compartimento branco ou a- 

proximação do compartimento preto. A novidade do ambiente é um fator considerável 

(produzindo a motivação de aproximação),  mas a aversividade do  compartimento 

branco parece ser mais importante. 
 
 
 

   A criação em ambiente enriquecido diminui a ansiedade dos animais quando testados 
na caixa de preferência claro/escuro. 
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b Programa de Pós-graduaç ão em  Neurociências e Biologia Celular, Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal do Pará, Belém/PA, Brazil 
c Laboratório de Comportamento Exploratório, Faculdade de Filosofia, Letras e Ciências Humana de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto/SP, Brazil 
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Zebrafish are increasingly being used in behavioral neuroscience, neuropsychopharmacology and neuro- 
toxicology. Recently, behavioral screens used to model anxiety in rodents were adapted to this species, 
and novel models which tap on  zebrafish behavioral ecology have emerged. However, model building is 
an arduous task in experimental psychopathology, and a continuous effort to assess the validity of these 
measurements is being chased among some researchers. To consider a model as  valid, it must possess 
face, predictive and/or construct validity. In this article, we first review some notions of validity, arguing 
that, at its limit, face  and predictive validity reduce to construct validity. Then we review some proce- 
dures which have been used to study anxiety, fear or  related processes in  zebrafish, using the validity 
framework. We  conclude that, although the predictive validity of some of these models is increasingly 
being met, there is still a long way in reaching the desired level of construct validity. The  refinement of 
models is an ongoing activity, and behavioral validation and parametric research ought to advance that 
objective. 

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved. 
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the scototaxis (dark/light preference) protocol is a behavioral model for fish that is being validated to assess the antianxiety 
effects of pharmacological agents and the behavioral effects of toxic substances, and to investigate the (epi)genetic bases of 
anxiety-related behavior. Briefly, a fish is placed in a central compartment of a half-black, half-white tank; following habituation, 
the fish is allowed to explore the tank for 15 min; the number and duration of entries in each compartment (white or black) 
are recorded by the observer for the whole session. Zebrafish, goldfish, guppies and tilapias (all species that are important in 
behavioral neurosciences and neuroethology) have been shown to demonstrate a marked preference for the dark compartment. an 
increase in white compartment activity (duration and/or entries) should reflect antianxiety behavior, whereas an increase in dark 
compartment activity should reflect anxiety-promoting behavior. When individual animals are exposed to the apparatus on only one 
occasion, results can be obtained in 20 min per fish. 

 
 
IntroDuctIon 
The  dark/light  preference  model  is  already  established  as  an 
‘ethoexperimental’ anxiety model in rodents1. It is based on the 
natural aversive quality of  brightly lit environments  for mice, 
shaping a conflict situation in which the animal must deal with 
its natural tendency to explore in the face of an unpleasant envi- 
ronment. The rodent dark/light preference model is an explora- 
tion model, in the context that it measures locomotor  activity 
in both environments  as an index of anxiety2---5. The  proposed 
actinopterygian dark/light preference task is a modification  of 
an experimental manipulation used by Edward Thorndike6  dur- 
ing the beginning of the twentieth century to study motivation 
and learning in fish, and afterward by Satake and Morton7 in the 
1970s to establish the effects of noradrenergic substances on the 
scotophobic (i.e., dark-avoiding) behavior of pinealectomized or 
scotophobin-injected  goldfish. Recently, the proposed model was 
used to establish dark/light preference in zebrafish Danio rerio8, 
bluegill Lepomis macrochirus, crucian carp Carassius langsdorfii9, 
goldfish Carassius auratus9---12, guppy Poecilia reticulata12, Nile tila- 
pia Oreochromis niloticus12, lambari Astyanax altiparanae, cardi- 
nal tetra Paracheirodon axelrodi12 and banded knifefish Gymnotus 
carapo12, and to screen for the neurobehavioral effects of ethanol13

 

and dopaminergic  drugs14  in zebrafish. The main advantage of 
this protocol is the presentation of a clear conflict situation for 
the fish; however, most models that investigate innate ‘fear’- and 
‘anxiety’-like behavior in fish do not use such conflict. With the 
exception  of predator inspection tests15---17, most innate anxiety 
tests use either the exploration of an open field or the vertical 
distribution of the animal in the water column  to measure this 
variable14,18---32   and aim to describe individual variability across 
a  ‘shyness---boldness’  continua15,33---37.  This  continuum   can  be 
mapped  to Budaev’s15,34,35   two dimensions  of ‘temperament’  in 
fish (activity-exploration  and  fear-avoidance),  which  in  turn 
are  trait  instantiations  of  approach---avoidance   state  dimen- 
sions38---40. Ex hypothesi, these dimensions are best analyzed using 
conflict  models41,42.  This  protocol  will focus  on  the cyprinids 
zebrafish and goldfish; however, it has been successfully applied 
to non-cyprinids  without alterations to it12  (with the exception 

 
of the gymnotid  G. carapo, for which  different dimensions  of 
the test tank were needed). 

Behavioral responses in the dark/light preference protocol are 
readily assessable and quantifiable by an observer, without the need 
for extensive training. Briefly, animals are placed in an intersection 
compartment, located between one white and one dark compart- 
ment; these spectra can be discriminated by both zebrafish43  and 
goldfish44, and even though the authors are unaware of behavio- 
ral spectral sensitivity experiments in the other species in which 
scototaxis has been observed, the very existence of this trait is 
indirect evidence for this sensitivity. This intersection compart- 
ment is enclosed by two sliding doors, which are removed follow- 
ing a habituation interval of 5 min. The animal is then allowed to 
explore the apparatus freely, and the observer records its behavior 
(number  and/or duration of entries in either the black or white 
compartments) for 15 min. This procedure is based on the work of 
Mattioli’s group8, which observed the natural preference zebrafish 
for the black compartment. The duration of the session was 
increased to 15 min, which is 5 min more than the original experi- 
ment described by Serra et al.8, because the time course of explo- 
ration in this apparatus reveals significant changes after the tenth 
minute of observation. Behavior in this task (i.e., activity in the 
white compartment)  reflects a conflict between the preference of 
the animal for protected areas (e.g., black substrata, in a process of 
crypsis) and an innate motivation to explore novel environments. 
Crypsis in fish depends on the dorsal distribution of melanophores 
in the fish surface; the presence of dorsal and dorsally oriented 
melanophores  tends  to  minimize  refraction  and  reflection  of 
light incident on the fish, reducing the effectiveness of visual infor- 
mation  for predators45. Appropriate cryptic coloration  requires 
the appropriate background and behavior (in the present task, 
preference for dark substrata). Antianxiety effects (i.e., increased 
time in the white compartment) can be determined simultane- 
ously with a measure of increased or decreased swimming activity 
(i.e., total number of entries in both compartments). Other meas- 
ures that can be observed are thigmotaxis (i.e., the tendency for the 
animals to stay nearer to the walls of  the apparatus, especially 

http://www.nature.com/natureprotocols
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Abstract 
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21  The  light/dark box test,  traditionally  used to quantify  rodent  anxiety-like behavior,  has recently been 
22  applied to the adult zebrafish (Danio rerio). Utilizing  the fish’s scototaxis – aversion to bright  areas and 
23  natural preference for the dark – this paradigm can be used to assess levels of anxiety in adult zebrafish. 
24  The  light/dark box is a simple and time-efficient  one-trial  test that  does not  require  pre-training  the 
25  animals. Importantly, this novelty-based paradigm may also represent a useful tool for studying the phar- 

macological modulation of zebrafish behavior.  Summarizing  the  experience  with this model  in several 
26 

laboratories,  here we outline  a protocol  for the  neurophenoptyping of zebrafish anxiety-like behavior 
27 

using the light/dark paradigm. 
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33  1. Introduction 
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36  Various  novelty-based  paradigms,  some  of  which  are  compre- 
37  hensively covered  in this  book,  have been  developed  to  quan- 
38  tify zebrafish behavior (1–7). The light/dark paradigm, tradition- 
39  ally used in animal (rodent) behavioral research (8–11),  has only 
40  recently been applied to zebrafish (12–15). Nevertheless, this test, 
41  based on  the  innate  fish preference  for the  dark (scotophilia  or 
42  scototaxis),  is receiving a growing  popularity  in neurobehavioral 
43  laboratories (2, 14, 16, 17). 
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Scototaxis, the  preference for dark  environments in detriment of bright ones, is an index of anxiety in 
zebrafish. In this work, we  analyzed avoidance of the  white compartment by analysis of the spatiotem  
poral  pattern of exploratorY behavior (time spent in the white compartment of the apparatus and shuttle 
frequency between compartments) and swimming ethogram (thigmotaxis, freezing and  burst swimming 
in the white compartment) in four  experiments. In Experiment 1, we demonstrate that  spatiotemporal 
measures of white avoidance and locomotion do not habituate during a single 15-min session. In Experi  
ments 2 and 3,we demonstrate that locomotor activity habituates to repeated exposures to the apparatus, 
regardless of whether inter-trial interval is 15-min or 24-h; however, no habituation of white avoidance 
was observed in either experiment.In Experiment 4, we confined animals for three 15-min sessions in the 
white compartment prior  to recording spatiotemporal and ethogram measures in a standard preference 
test. After these forced exposures, white avoidance and locomotor activity showed no differences in rela 
tion  to non-confined animals, but  burst swimming, thigmotaxis and  freezing in the white compartment 
were all decreased. These results suggest that  neither avoidance of the white compartment nor approach 
to the black compartment account for the  behavior of zebrafish in the scototaxis test. 

© 2010  Elsevier  B.V. All rights  reserved. 
 
 
 

1.  Introduction 
 

Scototaxis, a preference  for dark environments in detriment of 
brightly lit ones, is a behavioral trait that is present in many species 
of teleost  fishes [1-6],  and  it  has  been  suggested   that  it repre 
sents a species-specific  defense pattern that exploits crypsis with 
the substratum as a strategy for avoiding predators [4-6]. As such, 
scototaxis  can represent  "anxiety" or "fear"- like behavior in these 
species, including the zebra fish [5,7-10]. 

All procedures described so farto the establishment of dark pref 
erence  use free exploration  of a black and white  tank, measuring 
time spent  in both compartments as a proxy  for preference, and 
using diverse measures  of total  locomotion as a control  for activ 
ity effects [ 3-7,9-13]. As it happens with unconditioned models in 
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rodents [14], the definition of what a re the controlling stimuli  in 
the scototaxis task is still needed [10]. Without  extensive analyses, 
it is not clear what are the  reinforcers which are involved in sco 
totaxis - whether a particular behavior observed  in this model  is 
driven  by positive (approach  the dark compartment) or negative 
(avoid the light compartment) drives. 

An approach  to determining the underlying  motivations which 
control behavior in a given task is "behavioral validation" [15,16], a 
strategy in which analysis of the organization of the ethog ram of the 
animal  in the  test situation reveals ethologically  relevant dimen 
sions of defensive behavior. This approach was taken byBlaseret a!. 
[10]. using the dark-light tank in zebra fish. The authors established 
preference  for a dark environment in this species, and proceeded 
to confine subjects  to each compartment and record their behav 
iorwhile confined. After confinement, animals were then exposed 
to  the  preference   test  once  again.  Animals  were  separated  in 
"high-avoidant" and "low-avoidant" using a median split of their 
co mbined pre- and post  testscores for time spent in the white co m 
partment. Confinement to the white compartment elicited freezing 
in  high  avoidance  animals,  but  not  in low-avoidance  subjects; 
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3  

1 Abstract 
 
 

2 Scototaxis has been proposed as a test of anxiety in zebrafish. Previous expe- 
 

3 riments (Behav. Brain Res. 210: 1-7; 2010) have suggested that preference for 
 

4 the dark compartment is not solely controlled by approach to it, nor by avoid- 
 

5 ance of the white compartment. In this article, we analyze aversiveness of the 
 

6 white compartment. Increasing light levels above the white compartment de- 
 

7 crease the time spent in it, and increases thigmotaxis and freezing in the white 
 

8 compartment. Substituting the white compartment by a gray one increases time 
 

9 spent in it, while substituting the black compartment by a gray one increases the 
 

10 time spent in the white compartment and locomotion, while decreasing frequen- 
 

11 cy events. Increasing the proportion that is occupied by the white compartment 
 

12 decreases the time spent in it and increases thigmotaxis, while increasing the 
 

13 proportion that is occupied by the black compartment increases total locomo- 
 

14 tion. Taken together, these results suggest that the white compartment is in- 
 

15 deed aversive, and reinforce the hypothesis that scototaxis is controlled by a 
 

16 approach-avoidance conflict. 
 
 

17 Keywords: Zebrafish; Fear; Anxiety; Behavior; Avoidance; Scototaxis; Motiva- 
 

18 tion; Drive
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The scototaxis test has been proposed as a test of anxiety in some 

species of fish, and relies on the effects of an approach-avoidance 

motivational conflict on the exploratory behavior of the animal. At 

least in rodents, housing animals in an enriched environment results 

in decreased anxiety, faster habituation and increased novelty seek- 

ing. In this article, we report that housing zebrafish and goldfish in an 

enriched environment for 2 weeks increases the time that animals 

spend in the aversive white compartment of the scototaxis tank and 

enhances intrasession habituation of locomotor activity in goldfish 

only, but does not promote intrasession habituation of white avoid- 

ance. These results are consistent with decreased emotional reactivi- 

ty and/or increased novelty seeking in both species. Thus, as is the 

case with rodents, environmental enrichment can significantly alter 

emotional behavior in both zebrafish and goldfish. 

 
Keywords: Environmental enrichment, welfare, housing, anxiety, fish, 

scototaxis



 

 




