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Resumo 

 

Estudos paramétricos do comportamento tipo-ansiedade em animais não humanos são 

essenciais para aumentar a validade e a eficácia desses modelos ao estabelecerem parâmetros 

determinantes da manifestação da resposta ansiosa. O Labirinto em Cruz com Rampa (LCR) 

foi desenvolvido como um modelo de ansiedade para peixes adultos, inspirado no Labirinto em 

Cruz Elevado (LCE) utilizado para roedores. Esta pesquisa, dividida em dois estudos, focou na 

adaptação do LCR de peixes adultos para guppies (Poecilia reticulata) nos primeiros estágios 

de desenvolvimento. No Estudo I, foi realizada a análise paramétrica do LCR para larvas e 

juvenis de guppies. Avaliou-se a sensibilidade dos animais a diferentes tempos de exposição 

ao aparato e níveis de água, com o objetivo de analisar a resposta dos guppies ao estímulo 

aversivo produzido pelo LCR e seus níveis de resposta tipo-ansiosa por meio da exploração do 

aparelho. As avaliações incluíram o tempo em cada braço do labirinto e o número de 

transposições, representando variáveis comportamentais. No Estudo II, com base nos 

parâmetros de tempo de sessão e coluna d'água estabelecidos no primeiro estudo, foram 

realizadas exposições hídricas a diferentes concentrações de álcool e cafeína. O objetivo foi 

examinar os efeitos dessas substâncias no comportamento semelhante à ansiedade em guppies, 

desde a fase larval até a fase adulta. Os resultados dos dois estudos indicaram que o LCR é um 

modelo válido para estudar a ansiedade em guppies desde os estágios iniciais do 

desenvolvimento. As variáveis medidas no aparelho, como o tempo, a coluna d'água e número 

de entradas, permitiram induzir respostas comportamentais semelhantes à ansiedade nestes 

animais larvais e juvenis. Além disso, os resultados mostraram que foi possível avaliar o efeito 

do álcool e da cafeína sobre o nível da resposta ansiosa, que varia conforme a dose, idade e 

sexo dos animais. Essas descobertas reforçam também a validade do Guppy como modelo 

animal para investigações sobre o comportamento ansioso desde os primeiros estágios de vida. 

 

 

Palavras-chave:  Comportamento, labirinto em cruz com rampa, modelos de ansiedade, 

guppy, Poecilia reticulata, psicologia comparada, modelos animais, álcool, cafeína, ansiedade. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Carvalho, A. C. (2024). Parametric Aspects of Anxiety-Like Behavior at Different 

Developmental Stages of Guppies (Poecilia reticulata) in the Plus Maze with Ramp. Doctoral 

Thesis. Postgraduate Program in Theory and Research of Behavior. Federal University of Pará, 

Belém, Pará, Brazil, 97 p. 

 

Abstract 

Parametric studies of anxiety-like behavior in non-human animals are essential for increasing 

the validity and efficacy of these models by establishing key parameters for the manifestation 

of anxious responses. The Plus Maze with Ramp (PMR) was adapted as an anxiety model for 

adult fish, inspired by the Elevated Plus-Maze used for rodents. This research, divided into two 

studies, focused on adapting the PMR for adult fish to guppies (Poecilia reticulata) in the early 

stages of development. In Study I, a parametric analysis of the PMR for guppy larvae and 

juveniles was conducted. The sensitivity of the animals to different exposure times to the 

apparatus and water levels was assessed, with the goal of analyzing the guppies’ responses to 

the aversive stimulus produced by the PMR and their levels of anxiety-like response through 

exploration of the apparatus. Evaluations included time spent in each arm of the maze and the 

number of entries, representing behavioral variables. In Study II, based on the session time and 

water column parameters established in the first study, exposures to different concentrations of 

alcohol and caffeine were administered by water exposure. Was to examine the effects of these 

substances on anxiety-like behavior in guppies from the larval stage to adulthood. The results 

of both studies indicated that the PMR is a valid model for studying anxiety in guppies from 

the early stages of development. The variables measured in the device, such as time, water 

column and number of entries, allowed the induction of behavioral responses like-anxiety in 

these larval and juvenile animals. In addition, the results show that it was possible to evaluate 

the effect of alcohol and caffeine on the level of the anxiety response, which varies according 

to the dose, age and sex of the animals. These findings also reinforce the validity of the guppy 

as an animal model for investigations into anxiety behavior from the early stages of life. 

Keywords: Behavior, plus maze with ramp, anxiety models, guppy, Poecilia reticulata, 

comparative psychology, animal models, alcohol, caffeine, anxiety. 
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1    APRESENTAÇÃO 

 

1.1 Validando um modelo 

 

A ansiedade é um estado emocional complexo, caracterizada por reações de apreensão 

ou tensão como resposta a estímulos percebidos como ameaçadores, envolvendo alterações 

fisiológicas e comportamentais (Finn et al., 2003; Catatayud et al., 2004; Belovicova et al., 

2017; Harro, 2023). Para o estudo do comportamento ansioso, pesquisas que utilizam modelos 

comportamentais produzem situações que são capazes de gerar respostas semelhantes do estado 

ansioso em um animal não-humano (espécie modelo ou modelo animal).  

As respostas observadas nos modelos podem ser induzidas pela exposição da espécie 

em um ambiente novo e desconhecido (modelos não condicionados ou etológicos) exposição 

a níveis elevados de iluminação durante os experimentos, exposição a substâncias ansiolíticas 

ou ansiogênicas (Delgado et al., 2006; Harro, 2023; Zhao et al., 2023). Logo, as condições 

criadas nos experimentos esperam que os animais realizem avaliações sobre o seu ambiente, 

permitindo que eles evitem, se esquivem, de ameaças ou busquem por refúgio em áreas mais 

protegidas sem a necessidade de um treinamento prévio (como nos modelos condicionados) 

(Rushton et al., 1983).  

Para que seja possível avaliar parâmetros válidos para a análise do comportamento 

ansioso, o estudo deve utilizar uma espécie que seja capaz de refletir os mecanismos biológicos 

reais que ocorrem no organismo ou na condição que está sendo estudada. Isso significa que as 

respostas observadas no modelo devem ser semelhantes às que ocorreriam em situações 

naturais no organismo de interesse (Steimer, 2011; Jones et al., 2019). 

A validade do modelo depende de que os resultados obtidos sejam compatíveis com o 

fenômeno em sua escala mais ampla e de que possam ser mapeados e replicados em estudos 
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subsequentes (Silva, 2003; Gouveia & Brito, 2015). Para um modelo de ansiedade, essa 

validade também exige que as condições fisiológicas, ecológicas e comportamentais da espécie 

escolhida sejam ideais para o estudo, considerando que o nível de resposta ansiosa não deve 

ser tão baixo a ponto de dificultar a detecção de efeitos ansiolíticos, nem tão elevado que 

impeça a observação de aumentos adicionais na ansiedade (Rodgers & Dalvi, 1997; Menard & 

Treit, 1999; Holmes, 2001; Motta, 2020).  

Na literatura encontram-se três critérios que estabelecem os aspectos que determinam 

o que um modelo precisa alcançar para que seja considerado válido em cumprir aquilo que se 

propõe: a validade de face, de construto e preditiva (Willner, 1986;1991; Olivier et al., 1994; 

Hijzen et al., 1995; Mc Daniel et al., 2007; van der Staay, 2009; Maximino et al., 2010;  

Belzung & Lemoine, 2011; Steimer, 2011; Goswami et al., 2013; Burrows & Hannan, 2013; 

Vervliet & Raes, 2013; Denayer et al., 2014; Réus et al., 2014; Raza, 2015; Jovanović et al., 

2017; Kristensen et al., 2018; Gencturk & Unal, 2024).  

A validade de face se refere à semelhança entre os sintomas observados no modelo e 

aqueles da condição clínica específica. Para que um modelo tenha validade de face, as respostas 

comportamentais dos animais devem refletir características reconhecíveis da ansiedade, como 

a evitação de espaços abertos, o aumento da frequência cardíaca ou o medo. Se um modelo 

animal manifesta esses comportamentos em resposta a condição estressora, ele pode ser 

considerado relevante para o estudo, pois permite avaliar o fenômeno em um contexto que é 

intuitivamente compreensível e reconhecível (Maximino et al., 2010; Belzung & Lemoine, 

2011; Qi Xiaoli & Lin Wenjuan, 2005).    

A validade de construto envolve a capacidade do modelo de reproduzir os processos 

fisiopatológicos da doença. Um modelo com validade de construto deve demonstrar, além do 

comportamento, outros mecanismos fisiológicos envolvidos na resposta ansiosa. Isso pode 

incluir alterações nos níveis de neurotransmissores, como serotonina ou norepinefrina, bem 
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como a ativação de circuitos neurais específicos associados à resposta ao estresse e à ansiedade. 

Se o modelo reproduz essas características, ele pode ser considerado útil para investigar a 

fisiopatologia da ansiedade e testar novas intervenções (Overall, 2000; Maximino et al., 2010; 

Haller & Alicki, 2011Gencturk & Unal, 2024). 

A validade preditiva está ligada à eficácia do modelo em responder aos tratamentos da 

mesma maneira que os humanos. Um modelo de ansiedade deve ser capaz de prever a eficácia 

de terapias conhecidas, como medicamentos ansiolíticos ou intervenções comportamentais. Se 

um determinado tratamento reduz os comportamentos ansiosos em um modelo animal da 

mesma forma que alivia os sintomas em humanos, ele possuirá validade preditiva (Bourin & 

Hascoët, 2001; Borsini et al., 2002; Bondi et al., 2007; Maximino et al., 2010; Haller & Alicki, 

2011; Luyten et al., 2011; Gencturk & Unal, 2024).  

 

1.2 Modelos de ansiedade em peixes  

 

Assim como ratos e camundongos, outras espécies são utilizadas como modelos de 

pesquisa, incluindo peixes como o zebrafish (Danio rerio), o peixe dourado (Carassius 

auratus), a tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), o peixe-de-briga-do-Sião (Betta 

splendens) e o Guppy (Poecilia reticulata) (Olivier et al., 1994; Corrêa & Negrão, 2001;  

Mathur & Guo, 2010; Carvalho & Gouveia Jr, 2012; Schartl, 2014; Matsui, 2017; Fontana et 

al., 2018; Hong & Zha, 2019; Walsh-Monteiro et al., 2016;2021; Ogawa et al., 2021; Braga et 

al., 2024; Carvalho et al., 2024; Pessoa et al., 2024).  

A utilização de peixes como modelos está relacionada não apenas às facilidades de 

manutenção e a manipulação, mas também à homologia genética e comportamental observada 

entre eles e animais mamíferos (Kalueff et al., 2014). Outras semelhanças fisiológicas são 

observadas, principalmente na neuroanatomia e na sinalização neural com os tetrápodes, 
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incluindo os seres humanos (Guo, 2009; Wang et al., 2006; Setini et al., 2006; Wullimann; 

Mueller, 2004; Kalueff et al., 2014). Apesar das diferenças anatômicas evidentes, as 

similaridades moleculares (neurotransmissores, hormônios) são suficientes para justificar o uso 

desses organismos na pesquisa (Schartl, 2014; Kalueff et al., 2014).  

Para o estudo e análise do comportamento tipo-ansiedade em peixes, são utilizados 

modelos comportamentais (testes ou procedimentos) capazes de induzir as respostas típicas 

deste comportamento nestes animais ao representarem um ambiente novo (desconhecido, 

potencialmente aversivo) (Maximino et al., 2010; Blaser & Rosemberg, 2012; Walsh-

Monteiro, 2016; Benvenutti et al., 2021; Cleal et al., 2021; Munson & DePasquale, 2024).  

Em um estudo, Walsh-Monteiro (2016) destaca que alguns modelos comportamentais 

foram adaptados ao modelo piscino, como o teste de Campo Aberto (Riehl et al., 2011), o teste 

Claro/Escuro (Blaser & Peñalosa, 2011; Maximino et al., 2010; Serra et al., 1999) e o teste de 

Labirinto em Cruz com Rampa (inspirado no Labirinto em Cruz Elevado) (Walsh-Monteiro et 

al., 2016), e se apresentaram eficazes para medir comportamentos tipo-ansiedade em peixes.  

Essa eficácia se explica pelo fato de que esses testes avaliam a evitação dos animais em 

ambientes mais aversivos (valor de face), permitindo também explorar os aspectos subjacentes 

ao comportamento, como o significado da evitação e a relação com a resposta ansiosa (valor 

de construto). Além disso, possuem capacidade preditiva, uma vez que demonstram que 

animais tratados com ansiolíticos tendem a passar mais tempo em ambientes aversivos (valor 

preditivo) (Willner, 1986; 1991; Silva, 2003; Gouveia & Brito, 2015). 

Além dos modelos adultos, peixes em fases iniciais de desenvolvimento também são 

utilizados na pesquisa. Ao analisar o surgimento e a consolidação de respostas 

comportamentais ao longo das primeiras fases da vida, é possível compreender os processos 

pelos quais comportamentos específicos, como a ansiedade, se formam e se estabilizam (Saint-

Amant & Drapeau, 1998; Rosa et al., 2022). 
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A maioria dos estudos concentra-se em modelos larvais e juvenis de zebrafish 

(paulistinha, Danio rerio), espécie preferida na pesquisa por sua homologia com mamíferos, 

fácil manejo, ciclo de vida curto, alta taxa de reprodução e baixo custo (Rosa et al., 2022).  As 

larvas de zebrafish exibem respostas comportamentais de sobressalto frente a estímulos táteis, 

acústicos, visuais e tendem a evitar áreas escuras, objetos em movimento e espaços abertos. 

Reações como essas indicam nesses animais estados como o medo e a ansiedade (Beyer & 

Laurence, 1980; Osse et al., 1995; Fuiman et al, 1998; Finn, 2020;  Burggren & Blank, 2009; 

Ali et al., 2011; Steenbergen et al., 2011; Schnörr et al., 2012;  Voesenek et al., 2018; Varga et 

al., 2018; Basnet et al., 2019).  

Para investigar o comportamento tipo-ansiedade em larvas e juvenis de peixes, assim 

como em modelos adultos, são utilizados modelos comportamentais adaptados às 

características específicas para essas fases do desenvolvimento, como o tamanho dos animais. 

A literatura descreve estudos com larvas de zebrafish em testes como o Claro/Escuro 

(Steenbergen et al., 2011; 2012; Chen et al., 2015; Zahid et al., 2018), o teste de mergulho em 

tanque novo (Fontana & Parker, 2022) e o labirinto em cruz (Varga et al., 2018; Carvalho et 

al., 2024).  

 

1.3 Análises paramétricas e o labirinto em cruz com rampa  

 

Os modelos comportamentais utilizados na pesquisa da ansiedade, especialmente na 

área da farmacologia, permitem avaliar comportamentos ansiolíticos ou ansiogênicos 

induzidos por substâncias psicotrópicas. Quanto mais o modelo reflete o efeito esperado, maior 

é seu valor para a pesquisa (Parmigiani et al., 1999; Menard & Treit, 1999; Levin et al., 2007). 

Desta forma, entende-se que, para medir o comportamento de forma precisa (se o modelo 
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reflete o fenômeno estudado), as pesquisas paramétricas são essenciais para a definição de 

parâmetros experimentais (Maximino et al., 2010). 

A definição desses parâmetros é feita através do teste comportamental e controle de 

variáveis relacionadas ao modelo em estudo, como o aparato em si, o tempo do teste, a 

linhagem dos animais, idade, tamanho e outras condições experimentais (Espejo, 1997; Cooper 

et al., 2005; Boyda et al., 2010; Maximino et al., 2010; Sorregotti et al., 2013; Walsh-Monteiro, 

2016; Motta, 2020; Silva, 2024).  

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um dos principais modelos desenvolvidos para 

análise do comportamento tipo-ansiedade em roedores. Ele se baseia na escolha do animal por 

ambientes mais seguros e a aversão por ambientes mais expostos, como indicativo válido para 

observação do comportamento, onde seu formato em cruz permite avaliar o comportamento a 

partir da introdução dos animais no centro do aparato para início do teste (Pellow et al., 1985; 

Kraeuter et al., 2019).  

Pellow et al. (1985) estabelece que o comportamento típico dos animais no LCE 

consiste em passar a maior parte da sessão de teste, cerca de 80% do tempo, nos braços 

fechados (ambiente seguro), também entrando um maior número de vezes nestes braços. Esse 

comportamento pode ser apontado como um índice confiável de ansiedade, no qual a 

exploração e tempo nos braços abertos (ambiente aversivo) seria inversamente correspondente 

ao estado ansioso.  

Estudos paramétricos feitos com o LCE estabeleceram diferentes condições ao 

avaliarem fatores como o sexo dos animais testados, reexposição ao teste, o nível de 

luminosidade na hora do experimento, a hora do dia, a altura do aparato, exposição a 

substâncias ansiolíticas e ansiogênicas, dentre outros (Pellow et al, 1985; Lister, 1987; 

Anseloni & Brandão, 1997; Espejo, 1997; Wall & Messier, 2001; Doremus, 2006). 
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Para os peixes, Walsh-Monteiro et al. (2016) introduziu o teste de Labirinto em Cruz 

com Rampa (LCR), inspirado no LCE e no Teste de Tanque Novo (TTN). O LCR tem como 

objetivo induzir comportamento tipo-ansiedade em peixes ao medir a aversão dos animais nos 

braços com rampa (mais rasos) e sua preferência pelos braços planos (mais fundos). O princípio 

por trás desta adaptação é semelhante ao do TTN, que avalia a tendência natural do animal em 

evitar áreas mais próximas da superfície, preferindo a exploração em zonas mais profundas 

como medidas de ansiedade (Levin et al., 2007).  

A disposição em cruz, com dois braços planos e dois braços com rampas, permite uma 

avaliação mais refinada das escolhas exploratórias dos peixes, refletindo melhor o 

comportamento de risco e segurança. Essa combinação de fatores faz do LCR um modelo útil 

para o estudo do comportamento ansioso com peixes (Walsh-Monteiro et al., 2016;2021). 

Análises paramétricas foram feitas com o LCR desde o desenvolvimento da ferramenta. 

No primeiro estudo apresentado, Walsh-Monteiro (2016) determinou parâmetros a partir da 

análise de variáveis para análise do comportamento em guppies adultos (Poecilia reticulata). 

As análises feitas testaram os animais em diferentes níveis de água (1, 2 e 4 cm no topo da 

rampa), diferentes tempos de sessão (5, 10 e 15 minutos), sexo dos animais, reexposição ao 

aparato e efeito de substâncias (álcool, clonazepam, imipramina, fluoxetina e cafeína) (Walsh-

Monteiro, 2016; Walsh-Monteiro et al., 2021).  

Com zebrafish adultos foram feitas análises quanto a sensibilidade desses animais ao 

LCR utilizando as mesmas variáveis de tempo, níveis de água e efeito de duas substâncias 

(álcool e clonazepam) (Walsh-Monteiro et al., 2016). Outra análise paramétrica feita com a 

exposição do zebrafish no LCR avaliou outras variáveis do teste, como a inclinação da rampa, 

nível de luz e largura dos braços (Motta, 2020).  

Esses estudos mostram que independentemente dos parâmetros utilizados, os peixes 

preferem os braços planos, seguidos pelo compartimento central, e evitam os braços com 
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rampas. Com uma altura na coluna d’água de 1 cm, observou-se que o tempo nos braços planos 

aumentou conforme a duração do teste, sugerindo um efeito oposto à habituação — quanto 

mais rasa a água, maior a aversão ao ambiente. Além disso, houve diferenças no tempo de 

permanência entre colunas d'água de 2 cm e 4 cm, destacando a importância do estabelecimento 

de parâmetros em modelos comportamentais, visto que pequenas alterações nos procedimentos 

podem implicar em resultados diferentes (Walsh-Monteiro et al., 2016; Motta, 2020).  

 

1.4 Larvas e juvenis de guppies (Poecilia reticulata) 

 

O Guppy (Poecilia reticulata) é uma espécie de peixe teleósteo nativa do noroeste da 

América do Sul e uma das mais utilizadas em aquarismo, sendo também utilizada como modelo 

animal em diferentes áreas como a genética, ecologia, desenvolvimento,  neurociências, 

farmacologia, toxicologia  e comportamento (Reznick & Bryga, 1987; Tripathi et al., 2009; 

Shahjahan et al., 2014; Walsh-Monteiro et al., 2014; Bovenkerk & Kaldewaij, 2015;  Cabrera-

Álvarez et al., 2017; Dick et al., 2018; Ziaei-nejad et al., 2020; Huang et al., 2020; Rezaie et 

al., 2020; Peláez Rodríguez et al., 2021; Walsh-Monteiro et al., 2021; Imai et al., 2022;  

Malafaia et al., 2022; Montalbano et al., 2023; Xu et al., 2023; Zhang et al., 2023).  

Os guppies em laboratório apresentam vantagens quanto à sua fácil manutenção, rápida 

reprodução, sendo uma espécie prolífera e que apresenta dimorfismo sexual na fase adulta, 

além de alta resistência, inclusive em ambientes adversos, como aqueles contaminados ou com 

baixa oxigenação (Walsh-Monteiro et al., 2021). 

Além disso, a escolha desta espécie como modelo se dá pela sua similaridade com 

mamíferos em padrões de neurodesenvolvimento e organização cerebral funcional (Rodd et al., 

1997; Rétaux & Yamamoto, 2024).  
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Por serem ovovivíparos apresentam fertilização interna e produzem muitos filhotes por 

fêmea, o que os tornam ideais para estudos relacionados ao desenvolvimento. Os filhotes se 

desenvolvem no interior da mãe por 3 a 4 semanas antes do nascimento. Quando as larvas 

nascem, já são capazes de nadar, se alimentar e evitar predadores (Ladesma & McRoberts, 

2008; Gruber, 2012; Miletto Petrazzini et al., 2022). 

A idade juvenil de guppies se inicia após a fase larval, cerca de 2-3 semanas após o 

nascimento, nesta fase os juvenis exibem comportamentos mais parecidos com os animais 

adultos, sendo a fase adulta iniciada entre os 3- 4 meses de vida (Chapman et al., 2008; Savaşçı 

et al., 2021; Ladesma & McRoberts, 2008) (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo dos estágios de desenvolvimento do guppy selvagem (Poecilia 

reticulata), desde o nascimento até a fase adulta. Fonte: adaptado de imagens disponíveis no 

banco de dados do Google. 

 

Os estudos que investigaram o comportamento de guppies durante as primeiras fases 

da vida indicam que, desde a fase larval, eles já apresentam a capacidade de manifestar 

comportamentos relacionados à fuga, forrageamento, além de respostas relacionadas a 

ansiedade (Rodd et al., 1997; Krause & Liesenjohann, 2012; Gruber, 2012; Savaşçı et al., 2021; 

Pelli & Connaughton, 2015; Carvalho et al., 2024).  

Esses achados sugerem que guppies larvais e juvenis podem servir como modelos 

alternativos válidos, assim como o zebrafish, para se estudar o neurodesenvolvimento e a 
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manifestação precoce de comportamentos complexos, incluindo a resposta tipo-ansiosa, em 

estágios iniciais da vida. 

 

1.5 Focos desta pesquisa 

  

Ao considerar que guppies adultos exibem comportamentos tipo-ansiedade induzidos 

pelo teste de Labirinto em Cruz com Rampa (LCR), mas que este modelo não foi testado com 

guppies larvais e juvenis, esta pesquisa trouxe uma adaptação do LCR para larvas e juvenis de 

guppy, de forma a reforçar a validade do modelo para estudos sobre o comportamento 

semelhante a ansiedade durante as fases iniciais do desenvolvimento. 

Para isso, esta pesquisa foi dividida em dois estudos que envolveram aspectos 

paramétricos do comportamento de larvas e juvenis no LCR. No primeiro estudo, foram feitas 

análises de parâmetros no LCR para larvas e juvenis de guppies, a fim de verificar a 

sensibilidade dos animais nestas faixas etárias ao teste. Os parâmetros avaliados envolveram a 

análise de variáveis como: o tempo (5 – 10 – 15min) e coluna d’água (1,1 – 1,2 – 1,5cm), 

considerando que o tempo de exposição e a profundidade da água podem afetar a exploração, 

o que é relevante para o comportamento natural dos guppies, como visto com os adultos.  

No segundo estudo, após de estabelecidos os parâmetros experimentais, avaliou-se os 

efeitos de duas substâncias psicotrópicas, álcool (0,5 – 1 – 2%) e a cafeína (2,5 – 5 – 10mg), 

no comportamento dos guppies larvais, juvenis e adultos visando explorar os efeitos 

ansiolíticos e ansiogênicos dessas substâncias sobre o comportamento, e com ela a validade 

preditiva no teste de labirinto em cruz com rampa. 
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2    OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o comportamento tipo-ansiedade de larvas, juvenis e adultos de guppies 

(Poecilia reticulata) no teste de Labirinto em Cruz com Rampa (LCR) por meio de análises 

paramétricas para definição de parâmetros experimentais e análise dos efeitos de substâncias. 

 

2.1 Objetivos específicos do Estudo  

 

- Avaliar a sensibilidade das larvas e juvenis de guppies ao estímulo aversivo induzido pelo 

LCR, adaptado ao tamanho físico desses animais, em diferentes tempos de sessão e altura da 

coluna d’água;  

 

- Avaliar o nível do comportamento de evitação em áreas mais próximas do topo das rampas e 

identificar áreas de preferência em larvas e juvenis de guppies expostos no LCR; 

 

- Avaliar os efeitos das exposições agudas ao álcool e à cafeína sobre o comportamento tipo-

ansiedade em larvas, juvenis e adultos de guppies testados no LCR; 

 

- Avaliar se ocorrem diferenças nas respostas comportamentais ao álcool e à cafeína entre os 

diferentes estágios de desenvolvimento dos guppies testados no LCR; 

 

- Investigar se ocorre dimorfismo sexual nas respostas comportamentais entre guppies adultos 

testados no LCR. 
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3    MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Aspectos éticos  

 

Todo o manejo animal foi conduzido de acordo com as diretrizes éticas para o cuidado 

e uso de animais em pesquisa, e o estudo recebeu aprovação do Comitê de Ética no Uso de 

Animais (Comitê de Ética no Uso de Animais do Instituto Federal do Pará, Protocolo nº 

1444120521). 

 

3.2 Manejo e bem-estar dos animais 

 

Foram utilizados guppies do viveiro do Laboratório de Neuroquímica e 

Comportamento do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Pará (IFPA), 

Campus Tucuruí. Uma parte dos guppies adultos do viveiro foram usados apenas como 

matrizes de reprodução, outra parte, composta por machos e fêmeas, foi utilizada apenas nos 

experimentos do Estudo II. Estes, foram separados em dois aquários viveiros de 50L, por sexo, 

considerando o dimorfismo sexual perceptível na fase adulta (Walsh-Monteiro et al., 2021). 

Para obtenção dos guppies nos primeiros estágios de desenvolvimento, fêmeas adultas 

grávidas foram selecionadas a partir da identificação dos estágios finais da gravidez, com base 

em sinais como distensão abdominal e escurecimento da porção póstero-inferior do abdômen. 

Após o nascimento, as larvas recém-eclodidas foram removidas para outro local para evitar o 

risco de predação pelas mães. O manuseio foi realizado por um pesquisador treinado e envolveu 

a transferência das larvas para recipientes circulares transparentes com volume de 500mL de 

água. 
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Para todos os animais do biotério, incluindo guppies adultos e filhotes, a iluminação foi 

controlada com um fotoperíodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuridão, iniciando a fase de 

luz às 6 da manhã. As condições físicas e químicas da água foram mantidas a 27 ± 1 °C; pH 7 

± 0,2, sem cloro, com níveis mínimos de amônia e nitrito, que foram medidos semanalmente e 

corrigidos conforme necessário.  

Para alimentação, náuplios de artêmia e pellets triturados (TretaColor Tropical Flakes, 

Tetra, Alemanha) foram administrados duas vezes ao dia: uma vez pela manhã e outra à tarde. 

Qualquer excesso de alimento não consumido foi removido 2 horas após a alimentação. 

 

3.3 Labirinto em cruz com rampa  

 

Para analisar o comportamento tipo-ansiedade nos estágios iniciais de desenvolvimento 

dos guppies utilizamos o teste de Labirinto em Cruz com Rampa (LCR), adaptado para larvas 

e juvenis (Carvalho et al., 2024) e para os peixes adultos utilizamos o LCR desenvolvido por 

Walsh-Monteiro et. al. (2016;2021). 

As dimensões do labirinto adaptado para larvas foram proporcionais ao design original 

o labirinto para peixes adultos conforme apresentado na figura 2. Essa adaptação preservou 

dois braços com rampas, dois braços planos e uma área central (Figura 2).  
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Figura 2. Desenho esquemático do Labirinto em Cruz com Rampa (LCR). (A) LCR para 

peixes adultos. (B) LCR adaptado para larvas e juvenis de guppies. Fonte: (Walsh-Monteiro et 

al., 2016; 2021; Carvalho et al. 2024). 

 

 

 

3.4 Condições experimentais 

 

Para início das sessões experimentais, iniciou-se o monitoramento do comportamento 

dos animais sob o labirinto durante 5, 10 e 15 minutos para cada sessão individual de larvas e 

juvenis na análise da sensibilidade, e 10 minutos para análise de nível de ansiedade no Estudo 

I.  

No Estudo II, para larvas e juvenis, foi feito o monitoramento no LCR por 10 minutos, 

e por 5 minutos para os animais adultos. Após a exposição de cada animal ao labirinto, a água 

deste foi substituída a fim de evitar que substâncias sinalizadoras de estresse afetassem o 

próximo animal a ser testado (Walsh-Monteiro et al., 2021; Carvalho et al., 2024). 

As análises sob o labirinto mediram o tempo gasto nos braços planos (ambiente 

considerado protegido), braços de rampa (aversivo) e centro, bem como o número de entradas 

nos braços. Para a análise do número de entradas, um animal foi considerado como tendo se 

movido de um compartimento para outro quando dois terços de seu corpo cruzavam de uma 

porção do aparelho para outra. 
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A sala experimental contava com baixos níveis de ruído e iluminação de 400 lux e as 

sessões experimentais foram gravadas com câmeras digitais de alta definição (GZ-EX210, 

JVC) posicionadas perpendicularmente ao LCR. A análise dos vídeos foi realizada usando o 

software X-plo-rat (Tejada et al., 2018). Logo após, os dados obtidos a partir da análise dos 

vídeos foram transcritos em planilhas do Excel 2021 (Microsoft Office 2021, Microsoft, 

Estados Unidos). 

 

3.5 Análise estatística  

 

Para a análise estatística foi utilizado o software SPSS Statistics versão 20.0 (IBM corp, 

2010, EUA), e para produção dos gráficos, foi utilizado o GraphPad Prism Versão 5.03 

(GraphPad Software Inc., 2010, Estados Unidos).  

A determinação do perfil de normalidade das amostras foi realizada pelo teste de 

Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo teste de Levine. Com base nesses resultados, foi 

aplicado o teste de Kruskal-Wallis para dados não paramétricos e adotada a ANOVA 

unidirecional para dados paramétricos. O teste de Tukey foi aplicado como pós-teste.  

O nível de significância adotado foi de 95% (p ≤ 0,05). Nos gráficos, os asteriscos 

indicam diferenças estatísticas entre as porções do LCR, onde: * representa p < 0,05; ** 

representa p < 0,01; e *** representa p < 0,001. 
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4    ESTUDO I 

 

ANÁLISE PARAMÉTRICA DO COMPORTAMENTO TIPO-ANSIEDADE DE 

LARVAS E JUVENIS DE GUPPY (Poecilia reticulata) NO LABIRINTO EM CRUZ 

COM RAMPA 

 

Estudo publicado em agosto de 2024 na revista Psychology & Neuroscience 

https://doi.org/10.1037/pne0000343 

 

Resumo 

Neste estudo, utilizamos larvas e juvenis de guppy no teste de labirinto em cruz com rampa 

(LCR) para obter dados sobre o comportamento. O objetivo foi avaliar a sensibilidade dos 

animais ao estímulo aversivo gerado pelo LCR em comportamentos semelhantes à ansiedade. 

Para realizar o estudo, um total de 240 guppies em estágio larval e juvenil foi utilizado. Os 

animais foram divididos em 20 grupos (n = 12): 10 grupos consistiram em larvas com 7 dias 

de idade e 10 grupos consistiram em juvenis com 28 dias de idade. Na primeira fase, aquários 

de teste com diferentes alturas de coluna de água (1,1, 1,3, 1,5 cm) foram testados por várias 

durações (5, 10, 15 min) para estabelecer parâmetros experimentais. As medições incluíram o 

tempo gasto nos compartimentos e as entradas nos braços. Na fase II, cada braço do LCR foi 

dividido em três partes iguais: proximal, medial e distal. As avaliações incluíram o tempo em 

cada parte e o número de transposições, representando variáveis comportamentais e 

locomotoras. Nossos resultados mostram que o LCR induz comportamento de evitação nos 

braços com rampa e aumento da exploração dos braços planos. Os dados ressaltam a validade 

do uso do aparelho para investigar comportamentos semelhantes à ansiedade em peixes durante 

a fase de desenvolvimento. 

Palavras-chave: Modelos de ansiedade, guppy, estágios de desenvolvimento. 
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PARAMETRIC ANALYSIS OF ANXIETY-LIKE BEHAVIOR IN GUPPY LARVAE 

AND JUVENILES (Poecilia reticulata) IN THE PLUS MAZE WITH RAMP 

 

Study published in August 2024 in the journal Psychology & Neuroscience 

https://doi.org/10.1037/pne0000343 

 

Abstract 

In this study, we utilized guppy larvae and juveniles in the cross maze with ramp (PMR) to 

obtain data on behavior during the early stages of their lives. The goal was to assess the animals' 

sensitivity to the aversive stimulus generated by the PMR on anxiety-like behaviors. To 

conduct the study, a total of 240 guppies in larval and juvenile stages were used. The animals 

were divided into 20 groups (n = 12): 10 groups consisted of 7-day-old larvae and 10 groups 

consisted of 28-day-old juveniles. In the first phase, test aquariums with different water column 

heights (1.1, 1.3, 1.5 cm) were tested for various durations (5, 10, 15 min) to establish 

experimental parameters. Measurements included time spent in compartments and arm entries. 

In phase II, each arm of the PMR was divided into three equal parts: proximal, medial, and 

distal. Assessments included time spent in each part and the number of transpositions, 

representing behavioral and locomotor variables. Our results show that the PMR induces 

avoidance behavior in ramped arms and increased exploration of flat arms. The data indicate 

the validity of using the apparatus to study anxiety-like behaviors in developing fish. The data 

underscore the validity of using the apparatus to investigate anxiety-like behaviors in fish 

during the developmental phase, presenting a valuable tool for exploring this phenomenon 

throughout the life cycle. 

Keywords: Anxiety models, guppy, developmental stages. 
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4.1 Introdução 

 

O uso de animais não humanos em pesquisas pré-clínicas para entender os mecanismos 

neurocomportamentais relacionados à psicopatologia da ansiedade nas últimas décadas se 

expandiu além dos tradicionais roedores ou mamíferos (Grillon et al., 2019; Kenwood et al., 

2022). Animais de outros grupos taxonômicos, como planárias (Cho et al., 2019), nematoides 

(McDonough et al., 2021), caranguejos (Hamilton et al., 2016), camarões (Takahashi, 2022), 

moscas-das-frutas (Meichtry et al., 2020), anfíbios (Orford et al., 2022, 2023), aves (Boulay et 

al., 2013; Gastón et al., 2015), lagartos (Lima-Maximino et al., 2018) e peixes (Hamilton et al., 

2021; Maximino et al., 2010), também estão ganhando espaço em pesquisas que exploram o 

comportamento semelhante à ansiedade sob diversas perspectivas.  

Nesse contexto, para estudar comportamentos semelhantes à ansiedade e outros 

fenômenos relacionados, uma série de protocolos originalmente desenvolvidos para roedores 

foi adaptada para peixes. Estes incluem o teste claro-escuro (Maximino et al., 2010), teste de 

campo aberto (Lucon-Xiccato et al., 2022), desamparo aprendido (Nascimento et al., 2016), 

esquiva inibitória (Pinheiro-da-Silva et al., 2020) e agressão (Michelotti et al., 2022), entre 

outros. 

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é uma das primeiras ferramentas usadas para 

avaliar o comportamento semelhante à ansiedade em roedores, desenvolvido por Pellow e File 

(1986). Seguindo a abordagem de adaptação de testes de roedores para peixes, nosso grupo 

desenvolveu uma nova versão do LCE chamada de labirinto em cruz com rampa (LCR), 

projetado para investigar comportamentos semelhantes à ansiedade em peixes. 

Este refinamento melhorou significativamente a compreensão do fenômeno em uma 

investigação com peixes-zebra (Danio rerio; Walsh-Monteiro et al., 2016) e com guppies 

(Poecilia reticulata; Walsh-Monteiro et al., 2021). A eficácia do LCR em estudar 
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comportamentos semelhantes à ansiedade em peixes foi verificada atendendo a três critérios 

de validação: validade de face (grau de semelhança com o que se pretende simular), validade 

preditiva (capacidade de prever o que se espera simular) e validade de construto (se os dados 

obtidos do modelo estão relacionados ao foco pretendido de estudo; Willner, 1991). 

O LCR consiste em um aquário em forma de cruz dividido em dois braços planos e 

profundos e dois braços com rampas que sobem de uma área central até o final do braço, onde 

a coluna de água é mais rasa. Os animais, quando testados no LCR, tendem a passar mais tempo 

e a entrar mais frequentemente nos braços planos, evitando os braços com rampa. Isso seria 

semelhante aos roedores que passam mais tempo e entram com mais frequência nos braços 

fechados do LCE em comparação com os braços abertos (Lister, 1990; Pellow et al., 1985; 

Pellow & File, 1986). Esses comportamentos de evitação em ambientes com maior exposição 

e risco são classificados como respostas defensivas semelhantes à ansiedade (Blanchard & 

Blanchard, 2008).  

O uso de peixes em pesquisas neurocientíficas e comportamentais é um campo em 

constante expansão e a maioria dos estudos ainda utiliza apenas peixes adultos. Porém, dada a 

importância de avaliar os estágios iniciais da vida e a influência do desenvolvimento no 

comportamento das espécies, alguns estudos têm usado larvas de peixes-zebra para esse fim 

(Basnet et al., 2019; Richendrfer et al., 2012; Rosa et al., 2022; Varga et al., 2018), já que 

Danio rerio é possivelmente a espécie mais utilizada para esse tipo de estudo na comunidade 

científica. 

Os guppies são ovovivíparos, ao contrário do zebrafish, e passam por fertilização 

interna (Reznick, 1990; Reznick & Bryga, 1987), o que potencialmente os torna ideais para 

estudar a influência das exposições materno-embrionárias no comportamento de sua prole. 

Apesar desse potencial, os guppies têm sido relativamente pouco explorados em pesquisas 

focadas em seu comportamento durante os estágios iniciais de desenvolvimento. 
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A maioria dos estudos que utilizaram guppies jovens se concentrou na fisiologia geral 

e no crescimento (Rezaie et al., 2020; Shahjahan et al., 2014; Tripathi et al., 2009), genética 

(Dick et al., 2018; Imai et al., 2022; Reznick & Bryga, 1987; Tripathi et al., 2009), 

ecotoxicologia (Huang et al., 2020; Malafaia et al., 2022; Ziaei-nejad et al., 2020) e análises 

morfológicas (Peláez Rodríguez et al., 2021).  

Reconhecendo a lacuna na literatura e a falta de dados comportamentais, 

particularmente em relação à ansiedade em guppies durante os estágios iniciais da vida, esta 

pesquisa visou suprir essa necessidade. Para tanto, avaliamos a sensibilidade de larvas e juvenis 

de guppies ao estímulo aversivo induzido pelo LCR, que foi adaptado ao tamanho físico desses 

animais. Este estudo busca entender o comportamento tipo-ansiedade em guppies desde os 

primeiros estágios de vida, contribuindo assim para uma visão mais abrangente de sua 

neurobiologia. 

   

4.2 Métodos 

 

4.2.1 SUJEITOS 

 

Considerando que nos estágios iniciais da vida de um guppy seu sexo ainda não está 

definido e seus órgãos sexuais ainda estão em desenvolvimento, o momento exato em que um 

guppy juvenil começa a manifestar seu sexo pode variar devido a fatores como temperatura da 

água, qualidade da água, genética e nutrição. Em condições ideais, os guppies geralmente 

começam a exibir características sexuais distintas por volta de 2 a 3 meses de idade (Shahjahan 

et al., 2014).  
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Diante desses fatores, este estudo foi conduzido sem separar os sexos. Essa abordagem 

foi necessária para garantir a validade dos resultados e refletir a condição natural dos guppies 

nessa fase inicial de desenvolvimento. 

 

4.2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Para realizar o estudo, foram utilizados um total de 240 guppies em estágios larval e 

juvenil. Os animais foram divididos em 20 grupos (n = 12): 10 grupos consistiam em larvas de 

7 dias de idade e 10 grupos consistiam em juvenis de 28 dias de idade. 

No primeiro experimento, utilizamos nove grupos de larvas e nove grupos de juvenis, 

totalizando 216 animais. Para o segundo experimento, foram usados os dois grupos restantes: 

um grupo de larvas e um grupo de juvenis. 

 

4.2.2.1 Sensibilidade ao aparato 

  

Com o objetivo de verificar se larvas e juvenis de guppy também são sensíveis à 

exposição ao LCR, como encontrado em um estudo de Walsh-Monteiro et al. (2021) com 

guppies adultos, foi realizado um protocolo experimental do LCR adaptado para os guppies em 

fase larval e juvenil, aplicando variáveis de sensibilidade ao teste, de acordo com o protocolo 

conduzido com animais adultos (Walsh-Monteiro et al., 2021). 

 A escolha das variáveis— altura da coluna de água (1,1, 1,3, 1,5 cm) e tempo da sessão 

experimental (5, 10, 15 min) — baseia-se em seu potencial de influenciar a exposição e a 

resposta dos guppies ao LCR. Ao verificar esses parâmetros, o estudo visa simular diferentes 

condições ambientais e avaliar como elas afetam a sensibilidade dos guppies à exposição ao 

LCR (Walsh-Monteiro et al., 2021).  
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A combinação de altura da coluna de água e tempo de sessão resultou na formação de 

18 grupos para cada faixa etária testada (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Distribuição dos grupos para análise da sensibilidade.  

 

Coluna d’água           Tempo de sessão                   Grupos 
  

         Larvas         Juvenis 

 

1,1 cm 

5 minutos 

10 minutos 

15 minutos 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

 

1,3 cm 

5 minutos 

10 minutos 

15 minutos 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

 

1,5 cm 

5 minutos 

10 minutos 

15 minutos 

12 

12 

12 

12 

12 

12  

 

4.2.2.2 Nível de ansiedade 

 

Após determinar a sensibilidade de larvas e juvenis ao LCR, foi realizado um segundo 

experimento para avaliar o nível de comportamento de evitação em áreas mais próximas ao 

topo das rampas e identificar áreas de preferência. Foram utilizados dois grupos para esta 

análise. Cada braço do LCR foi dividido em três seções iguais—proximal, medial e distal—

em relação à área central (Figura 3).  Os grupos de larvas e juvenis foram testados com a altura 

da coluna de água e a duração da sessão determinadas na fase de estudo de sensibilidade 

(Tabela 2). 
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Figura 3. Divisão dos braços do Labirinto em Cruz com Rampa em terços para análise do nível 

de ansiedade. Legenda: Ce = Centro; R = Rampa; P= Plano; p = proximal; m = medial; d = 

distal. Fonte: Carvalho et al. (2024). 

 

Tabela 2. Formação de um grupo de larvas e um grupo de juvenis (n=12) de acordo com os 

parâmetros experimentais determinados na sensibilidade. 

 

       Coluna d’água        Tempo de sessão             Grupos 

  
       Larvas        Juvenis 

1,1 cm 10 minutos 12 12 

 

4.4 Resultados 

 

4.4.1 SENSIBILIDADE AO APARATO 

 

Neste estudo, foi observado que em larvas, colunas de 1,1 e 1,3cm, para todos os tempos 

testados, foram encontradas diferenças nos tempos de permanência, com preferência pelos 

braços planos em relação aos braços com rampa (p<0,001) ou área central (p<0,001).  Já as 
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entradas foram preferenciais nos braços planos apenas nos grupos 1,1cm para 5 [F(5,541) = 

3.329; p < 0,028] e 10 minutos [F(5,541) = 3,329; p < 0,028] (Figura 4). 

Figura 4. Larvas. Primeiro gráfico: percentual de tempo gasto em cada compartimento de 

acordo com a duração dos testes e a altura da camada de água. Segundo gráfico: Número de 

entradas de acordo com a duração dos testes e a altura da camada de água. Diferenças 

estatísticas significativas são apresentadas por símbolos entre os grupos (*** p< 0,001). Fonte: 

Carvalho et al. (2024). 
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Nos juvenis, exceto os grupos 1,3cm 5 e 10min (p<0,001), para os demais o tempo de 

permanência maior nos braços planos foi significativo em relação aos demais ambientes 

(p<0,05). Assim como nas larvas, juvenis revelaram maior entrada nos braços planos para 

1,1cm e 5 [F(5,541) = 3,329; p = 0,02] ou 10min [F(5,541) = 3,329; p = 0,02] (figura 5).   

Figura 5. Juvenis. Primeiro gráfico: percentual de tempo gasto em cada compartimento de 

acordo com a duração dos testes e a altura da camada de água. Segundo gráfico: Número de 

entradas de acordo com a duração dos testes e a altura da camada de água. Diferenças 

estatísticas significativas são apresentadas por símbolos entre os grupos (*p<0,05; *** 

p<0,001). Fonte: Carvalho et al. (2024). 
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4.4.2 NÍVEL DE ANSIEDADE 

 

Os resultados do grupo das larvas, foram observadas diferenças no tempo gasto nas 

porções distais dos braços planos em comparação com as outras seis porções dos terços do 

LCR, [F(6,77) = 41,092, p < 0,001] (Figura 6A). O mesmo resultado foi encontrado ao analisar 

o grupo juvenil, [F(6,77) = 48,361, p < 0,001] (Figura 6B). 

Figura 6. Tempo no LCR. (A) Larvas. (B) Juvenis. Legenda: Ce = centro; R = Rampa; P = 

Plano; p = proximal; m = medial; d = distal; * Indicação das diferenças estatísticas entre os 

segmentos do LCR, onde (***p < 0,001). Fonte: Carvalho et al. (2024). 

 

A avaliação das entradas nos braços revelou diferenças estatísticas entre os segmentos 

do LCR tanto para o grupo larval, [H(6,77) = 34,980, p < 0,001], quanto para o grupo juvenil, 

[H(6,77) = 58,990, p < 0,001]. As diferenças pós-teste também foram consistentes, indicando 

que o número de entradas foi significativamente menor nas porções distais dos braços, sejam 

planos ou inclinados, em comparação com as outras porções do LCR, que não diferiram entre 

si (Figura 7A e 7B). 
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Figura 7.  Entradas no LCR. (A) Larvas. (B) Juvenis. Legenda: Ce = centro; R = Rampa; P = 

Plano; p = proximal; m = medial; d = distal; * Indicação das diferenças estatísticas entre os 

segmentos do LCR, onde (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Fonte: Carvalho et al. (2024). 

 

 

4.5 Discussão  

 

Neste estudo, foi feita a adaptação do LCR, originalmente projetado para animais 

adultos, para uma escala adequada para larvas e juvenis, seguindo um protocolo semelhante ao 

descrito por Walsh-Monteiro e colaboradores (2021), levando em consideração a duração das 

sessões e a altura da coluna d'água. Os braços planos do LCR são reconhecidos como um 

ambiente menos aversivo e mais seguro para os animais (Walsh-Monteiro et al., 2016, 2021), 

semelhante ao comportamento observado nos braços fechados do LCE (Lister, 1990; Pellow 

et al., 1985; Pellow & File, 1986).  

 

4.5.1 SENSIBILIDADE AO APARATO 

 

A exposição de larvas e juvenis de guppy ao LCR revelou um padrão de resposta 

comportamental consistente com esses estudos em todos os grupos, independentemente da 
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duração das sessões e das alturas da coluna d'água, em comparação com os braços inclinados 

(ambiente aversivo) e a área central (ambiente de escolha; Figuras 4A e 5A). 

No que diz respeito à análise do número de entradas, que considera apenas o número 

total de entradas nos braços do LCR, foi observado um maior número de transições nos braços 

planos do que nos braços com rampas. Esse padrão foi observado apenas em grupos expostos 

a uma coluna d'água mais rasa (1,1 cm) e sujeitos a sessões de 5 ou 10 minutos, tanto para 

larvas quanto para juvenis (Figuras 4B e 5B). Sessões com duração de 15 minutos ou com 

colunas d'água mais profundas (1,3 ou 1,5 cm) não resultaram em diferenças significativas no 

número de entradas. 

Esses resultados indicam que, apesar de seu curto tempo de vida e desenvolvimento 

contínuo, os animais exibiram comportamento de evitação de riscos em relação ao novo 

ambiente (neofobia) e uma tendência à autopreservação. Esses elementos podem indicar 

vantagens para a sobrevivência da espécie, especialmente nas fases iniciais do 

desenvolvimento, o que parece ser conservado em vertebrados (Carola et al., 2002; Carvalho 

et al., 2015; File, 2001; Martin et al., 2007; Nakagawa et al., 2020; Prut & Belzung, 2003; Riehl 

et al., 2011). 

Nossos resultados são consistentes com o modelo de deslocamento vertical de peixes, 

um procedimento experimental semelhante ao LCR, que avalia níveis de ansiedade e medo 

com base na escolha do animal pelas camadas mais rasas ou mais profundas da coluna d'água, 

conforme proposto por Gerlai et al. (2000). Nesse estudo, os autores observaram uma tendência 

dos zebrafish em escolher o fundo, classificado como uma resposta semelhante à ansiedade. 

Escolher o fundo no teste de deslocamento vertical é equivalente a preferir os braços planos no 

LCR, sugerindo que pode ser um bom indicador para medir a ansiedade nesses animais. 

É importante notar que os braços com rampa são considerados os ambientes mais 

aversivos, especialmente nas áreas mais distantes da zona central, onde a coluna d'água é mais 
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rasa. Estudos com outros modelos de peixes mostraram que os indivíduos demonstram 

preferência por ambientes menos aversivos, evitando áreas mais rasas (Haghani et al., 2019; 

Maximino et al., 2010). 

Os resultados observados neste estudo indicam que tanto as larvas quanto os juvenis de 

guppy são sensíveis ao LCR, mantendo a estabilidade da resposta comportamental na coluna 

de 1,1cm e 10 minutos de tempo de sessão, além de exibirem comportamentos semelhantes aos 

observados em estudos anteriores com peixes adultos desta espécie e do zebrafish (Walsh-

Monteiro et al., 2016; 2021).  Além disso, essas respostas comportamentais das larvas e dos 

juvenis apresentaram grande similaridade.  

 

4.5.2 NÍVEL DE ANSIEDADE  

 

Uma vez estabelecida a sensibilidade dos animais ao LCR com uma coluna d'água de 

1,1 cm em sessões experimentais de 10 minutos no estudo anterior, esta nova análise que divide 

os braços do aparato em terços revelou que tanto as larvas (o segundo estágio de 

desenvolvimento e o primeiro da vida) quanto os juvenis (estágio intermediário de 

desenvolvimento) apresentaram uma clara resposta ansiogênica.  

Em ambos os grupos, o maior tempo foi gasto no terço distal dos braços planos (Figura 

6). Considerando os braços planos como os mais seguros e sua porção distal como a menos 

exposta, o comportamento semelhante à ansiedade manifestado por larvas e juvenis é evidente. 

Esses resultados são equivalentes aos observados por Walsh-Monteiro et al. (2021) para 

guppies adultos. 

Já a análise da atividade motora de larvas e juvenis também revelou evitação nas 

porções distais dos braços em quantidade numérica (Figura 7). Para os braços com rampas, 

associados a um menor tempo gasto, observa-se o efeito de evitar esses ambientes de maior 
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risco. Já para os braços planos, ocorreram menos entradas, justificado pelo maior tempo gasto 

neles, indicando resposta de autopreservação. 

As manifestações comportamentais nesses estágios iniciais de desenvolvimento 

levantam questões sobre a origem e a base neurobiológica desse comportamento, bem como 

suas implicações para a adaptação e sobrevivência da espécie em ambientes diversos. No 

estudo de Colwill & Creton (2011), os autores exploram como larvas de zebrafish respondem 

a estímulos aversivos ou estressantes e como escolhem nadar em diferentes camadas de água 

para evitar ou escapar de situações desafiadoras. 

Além disso, neste estudo, é importante considerar a possibilidade de que a menor 

exploração das porções mais extremas do LCR por larvas e juvenis possa estar relacionada a 

uma menor capacidade de confrontar situações potencialmente aversivas. Isso considerando 

que, nos estágios iniciais de desenvolvimento, as mudanças fisiológicas na bexiga natatória 

podem influenciar nos primeiros comportamentos coordenados exibidos por esses animais após 

o nascimento.  

Na ausência da bexiga natatória ou durante os estágios anteriores à sua maturação, 

como nas larvas, o desempenho de comportamentos como alimentação, flutuação, evasão de 

predadores e a inclinação para buscar ambientes familiares e seguros pode desempenhar um 

papel fundamental na sobrevivência dos organismos em um ambiente potencialmente hostil 

(Colwill & Creton, 2011; Lindsey et al., 2010). 

A comparação das entradas nos braços com os adultos em estudos anteriores, como 

zebrafish (Walsh-Monteiro et al., 2016) e guppies machos e fêmeas (Walsh-Monteiro et al., 

2021), mostra que larvas e juvenis são aproximadamente cinco vezes mais ativos no LCR. Essa 

atividade aumentada pode indicar um estágio de desenvolvimento mais energético e 

exploratório, característico dos primeiros estágios de vida em muitos grupos taxonômicos 

superiores (Achterberg & Vanderschuren, 2023; Hacques et al., 2021).  
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4.6 Conclusão 

 

Este estudo enfatiza a necessidade de investigações futuras para explorar os 

mecanismos subjacentes ao comportamento semelhante à ansiedade em larvas e juvenis de 

guppy. Ele demonstra que os guppies exibem respostas semelhantes ao LCR ao longo de suas 

vidas, desde o estágio larval até o estágio juvenil. Essas informações podem também ser 

complementadas pelas respostas dos guppies na fase adulta, de acordo com um estudo anterior 

de Walsh-Monteiro e colaboradores (2021). 

Com base nesses dados, podemos sugerir um padrão comportamental consistente 

durante o desenvolvimento desses animais, levantando a possibilidade de que o comportamento 

semelhante à ansiedade possa ter uma origem inata. É importante notar que as diferenças 

encontradas no comportamento ansioso entre larvas e juvenis neste estudo podem estar 

relacionadas a fatores hormonais, neurobiológicos e ambientais.  

Naturalmente, ocorrem mudanças nos sistemas nervoso e endócrino durante o 

desenvolvimento, influenciando o desenvolvimento geral do animal. Além disso, diferenças 

nas condições do habitat e nas interações sociais também podem desempenhar um papel 

significativo na variação do comportamento ansioso ao longo dos estágios de vida desses 

peixes (Shahjahan et al., 2014). 

Finalmente, este trabalho propôs o uso de guppies mais jovens expostos ao LCR para 

trazer novas perspectivas sobre a gênese das manifestações comportamentais semelhantes à 

ansiedade em um novo modelo animal durante os estágios de desenvolvimento. 
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5 ESTUDO II 

 

AVALIAÇÃO DO IMPACTO DIFERENCIAL DO ÁLCOOL E DA CAFEÍNA NO 

COMPORTAMENTO TIPO-ANSIEDADE EM DIFERENTES ESTÁGIOS DA VIDA 

EM GUPPIES (Poecilia reticulata) USANDO O LABIRINTO EM CRUZ COM 

RAMPA 

 

¹Estudo submetido em Outubro de 2024 na revista Psychology & Neuroscience. 

 

Resumo 

Este estudo investigou o efeito de diferentes concentrações de álcool e cafeína no 

comportamento de guppies larvais, juvenis e adultos usando o labirinto em cruz com rampa 

(LCR), um aquário em forma de cruz projetado para induzir comportamento semelhante à 

ansiedade em peixes. Os animais testados neste aparelho mostram uma preferência pelos braços 

planos em vez da área central e braços rampeados. Neste experimento, 336 guppies foram 

expostos a concentrações de 0,5, 1 e 2% de álcool e 2,5, 5 e 10 mg de cafeína por exposição de 

5 minutos à água, formando grupos de n = 12 para cada dose e um grupo controle. 

Imediatamente após as exposições, cada animal foi testado no LCR por 10 minutos, registrando 

o tempo gasto em cada área (medição de ansiedade) e o número de entradas de braço (atividade 

locomotora). Considerando o padrão de amostragem, os testes de Kruskal-Wallis, ANOVA de 

uma via foram usados, e o teste de Tukey foi adotado como pós-teste. O nível de significância 

adotado foi de 95% (p ≤ 0,05). Nossos resultados mostram como essas substâncias foram 

capazes de modular o comportamento do tipo ansiedade em guppies nos três estágios de vida, 

dependendo da dose e do sexo. Esses resultados reforçam o uso de guppies e validam seu uso 

para pesquisas relacionadas ao efeito de substâncias na resposta do tipo ansiedade. 

Palavras-chave: Ansiedade; Modelo animal; Guppy; Labirinto em cruz com rampa. 

____________________________ 

¹ Comprovante de submissão anexado ao final do documento. 
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ASSESSING THE DIFFERENTIAL IMPACT OF ALCOHOL AND CAFFEINE ON 

ANXIETY-LIKE BEHAVIOR ACROSS LIFE STAGES IN GUPPIES (Poecilia 

reticulata) USING THE PLUS MAZE WITH RAMP 

 

¹Study submitted in October 2024 in the journal Psychology & Neuroscience¹ 

 

Abstract 

This study investigated the effect of different concentrations of Alcohol and caffeine on the 

behavior of larval, juvenile, and adult guppies using the plus maze with ramp (PMR), a cross-

shaped aquarium designed to induce anxiety-like behavior in fish. Animals tested in this 

apparatus show a preference for the flat arms rather than the central area and ramped arms. In 

this experiment, 336 guppies were exposed to concentrations of 0.5, 1, and 2% alcohol and 2.5, 

5, and 2.5, 5, and 10 mg caffeine per 5-minute water exposure, forming groups of n = 12 for 

each dose and a control group. Immediately after the exposures, each animal was tested in the 

PMR for 10 minutes, recording the time spent in each area (anxiety measurement) and the 

number of arm entries (locomotor activity). Considering the sampling pattern, the Kruskal-

Wallis and one-way ANOVA tests were used, and the Tukey test was adopted as a post-test. 

The significance level adopted was 95% (p ≤ 0.05). Our results show how these substances 

were able to modulate anxiety-like behavior in guppies in the three life stages, depending on 

the dose and sex. These results reinforce the use of guppies and validate their use for research 

related to the effect of substances on the anxiety-like response. 

Keywords: Anxiety; Animal model; Guppy; Plus-maze with ramp. 

 

 

____________________________ 

¹ Submission confirmation attached at the end of the document. 
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5.1 Introdução 

 

Os transtornos de ansiedade estão entre as psicopatologias mais prevalentes no mundo, 

afetando milhões de pessoas e prejudicando significativamente a qualidade de vida (Spytska, 

2024; Kikas et al., 2024). Nos últimos anos, houve um aumento considerável no número de 

crianças e adolescentes diagnosticados com estes transtornos, destacando esses grupos como 

aqueles mais afetados por problemas de saúde mental (Kowalchuk et al., 2022; Salari et al., 

2024).  

Esse aumento reflete não apenas mudanças no estilo de vida e pressões sociais, mas 

também o crescente impacto de fatores como o uso excessivo de tecnologia, mídia social e as 

crescentes demandas da escola e do trabalho (Kowalchuk et al., 2022; Chao et al., 2023; Salari 

et al., 2024; Weigle & Shafi, 2024). O aumento da conscientização sobre saúde mental 

contribuiu para a identificação mais precoce dos sintomas, embora abordar o transtorno em 

faixas etárias mais vulneráveis continue sendo um desafio significativo (Dickson et al., 2022; 

Spytska, 2024). 

O uso de substâncias psicotrópicas é particularmente preocupante no surgimento de 

transtornos de ansiedade entre adolescentes, devido à maior vulnerabilidade nessa faixa etária, 

pois seu sistema nervoso ainda está em desenvolvimento (Lees et al., 2020; Albaugh et al., 

2021; Scattolin et al., 2022). Essas substâncias podem causar alterações neurofisiológicas 

simultâneas, afetando tanto os estados emocionais quanto o comportamento (Carlezon & 

Korandi, 2004; Lowry et al., 2005; Abrams et al., 2005; Lawther et al., 2015). Este cenário 

ressalta a necessidade urgente de estratégias específicas de prevenção e tratamento, adaptadas 

às características e necessidades desses jovens. 

Álcool e cafeína estão entre as substâncias que afetam o sistema nervoso central (SNC) 

e produzem efeitos na ansiedade. Além disso, dependendo da idade do indivíduo, podem causar 
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alterações permanentes no neurodesenvolvimento dessa resposta emocional (Gulick & Gould, 

2009; Clayman & Connaughton, 2022; D'Urso et al., 2024). 

O álcool é classificado como um psicotrópico depressivo, e sua relação com o 

comportamento ansioso pode ocorrer devido à sua ação nos neurotransmissores GABA e 

glutamato (Van Skike et al., 2015). Inicialmente, ele induz relaxamento, comportamento 

desinibido com efeito ansiolítico, e em concentrações mais elevadas, observa-se efeito 

depressivo (Blanchard et al., 1993; Ipser et al., 2015; Aquino et al., 2024). 

A cafeína, um psicotrópico estimulante, aumenta o estado de alerta e melhora o 

desempenho físico e mental. Sua ação primária é bloquear os receptores de adenosina, que 

normalmente reduzem a atividade neuronal e promovem a sonolência. Ao inibir esses 

receptores, a cafeína aumenta a atividade excitatória (Fiani et al., 2021). No entanto, em doses 

mais altas, a cafeína pode intensificar a resposta ansiosa, levando ao nervosismo, aumento da 

frequência cardíaca e sensações como medo (Maeda et al., 2021; Fiani et al., 2021; Klevebrant 

& Frick, 2022). 

Na pesquisa, o uso de modelos animais é essencial para investigar como o uso dessas 

substâncias durante a infância ou adolescência influenciam no desenvolvimento de transtornos 

de ansiedade, fornecendo avaliações pré-clínicas essenciais que replicam alterações 

neuroquímicas e comportamentais como aquelas observadas com humanos. 

O comportamento semelhante à ansiedade observado em modelos animais é baseado 

na hipótese de que outros animais possuem uma resposta adaptativa a situações perigosas, 

consistente com os traços de ansiedade humana (Layng et al., 1999; Pawlak et al., 2008; 

Bovenkerk & Kaldewaij, 2015). 

Desta forma, o uso de peixes como modelos tem ganhado destaque no campo da 

pesquisa, expandindo significativamente abordagens experimentais e possibilitando estudos 

eficientes, como a investigação dos efeitos de substâncias farmacológicas no desenvolvimento. 
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Tais estudos têm fornecido dados consistentes, em linha com achados de modelos clássicos de 

roedores e humanos (Gouveia Jr., 2006; Gerlai, 2011; 2014; Maximino et al., 2010; 2015; 

Matsui, 2017). 

O guppy (Poecilia reticulata) surgiu como uma espécie promissora na neurociência 

comportamental. Sua similaridade com mamíferos em termos de neurodesenvolvimento e 

organização funcional cerebral (Bovenkerk & Kaldewaij, 2015; Cabrera-Álvarez et al., 2017; 

Montalbano et al., 2023; Rétaux & Yamamoto, 2024) o torna um modelo valioso. Além disso, 

estudos mostraram que os guppies exibem comportamentos semelhantes à ansiedade desde os 

estágios larval e juvenil (Carvalho et al., 2024), persistindo na idade adulta (Walsh-Monteiro 

et al., 2014; 2021; Xu et al., 2023; Zhang et al., 2023). 

A maioria dos estudos que investigam os efeitos de substâncias psicotrópicas em 

guppies concentra-se em aspectos comportamentais, como comportamentos antipredatórios, 

locomotores ou reprodutivos (Olsén et al., 2014; Pelli & Connaughton, 2015; Calvo, 2016; 

Saaristo et al., 2017; Mohan & Arasi, 2023). No entanto, poucos exploraram diretamente o 

impacto de substâncias no desenvolvimento do comportamento tipo-ansiedade em guppies 

desde as primeiras fases da vida. 

Dada esta lacuna, e com o objetivo de reforçar a validade dos guppies em estudos de 

desenvolvimento, esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos agudos do álcool e da 

cafeína no comportamento ansioso em guppies nos estágios larval, juvenil e adulto usando o 

teste do labirinto em cruz com rampa (LCR) validado para peixes adultos (Walsh-Monteiro et 

al., 2016; 2021) e o LRC adaptado para larvas e juvenis (Carvalho et al., 2024).  

Este estudo busca contribuir ao trazer uma visão a mais de possíveis mecanismos do 

neurodesenvolvimento envolvidos na manifestação do comportamento tipo-ansiedade desde os 

primeiros momentos da vida, estabelecendo o guppy como uma espécie modelo alternativa 

para futuras investigações sobre os transtornos de ansiedade. 
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5.2 Métodos 

 

5.2.1 SUJEITOS 

 

Para este estudo, foram utilizados um total de 336 guppies, incluindo larvas de 7 dias 

de idade, juvenis de 28 dias de idade e adultos de aproximadamente 1 ano de idade, sendo esses 

últimos separados por sexo. Considerando que nos estágios iniciais de vida (larval e juvenil), 

o sexo dos guppies ainda não está definido, e seus órgãos sexuais ainda estão em 

desenvolvimento, este estudo foi conduzido sem separar os sexos dos animais nos estágios 

larval e juvenil (Carvalho et al., 2024). 

 

5.2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Foram formados sete grupos para cada faixa etária e sexo. Os sete grupos foram 

divididos da seguinte forma: três grupos para cada dose de álcool (Ethyl Alcohol P.A. Synth, 

Brasil; 0,5%, 1% e 2%); três grupos para cada dose de cafeína (Merck, EUA; 2,5, 5 e 10 mg); 

e um grupo controle. Cada grupo foi composto por 12 animais, totalizando 84 larvas de 7 dias 

de idade, 84 juvenis de 28 dias de idade, 84 adultos machos e 84 adultos fêmeas (Tabela 3). 
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Tabela 3. Distribuição dos grupos para análise dos efeitos de álcool e cafeína em guppies. 

 

Grupos Exposição 

farmacológica 

hídrica 

Coluna d’água e Tempo 

de sessão 

 

Larvas controle (n=12) 

Larvas Álcool 0,5% (n=12) 

Larvas Álcool 1% (n=12) 

Larvas Álcool 2% (n=12) 

Larvas Cafeína 2,5mg (n=12) 

Larvas Cafeína 5mg (n=12) 

Larvas Cafeína 10mg (n=12)  

 

 

 

 

5 minutos 

 

 

 

 

1,1cm-10minutos 

 

Juvenis controle (n=12) 

Juvenis Álcool 0,5% (n=12) 

Juvenis Álcool 1% (n=12) 

Juvenis Álcool 2% (n=12) 

Juvenis Cafeína 2,5mg (n=12) 

Juvenis Cafeína 5mg (n=12) 

Juvenis Cafeína 10mg (n=12)  

 

 

 

5 minutos 

 

 

 

1,1cm-10minutos 

 

Machos controle (n=12) 

Machos Álcool 0,5% (n=12) 

Machos Álcool 1% (n=12) 

Machos Álcool 2% (n=12) 

Machos Cafeína 2,5mg (n=12) 

Machos Cafeína 5mg (n=12) 

Machos Cafeína 10mg (n=12) 

 

 

 

5 minutos 

 

 

 

8cm-5minutos 

Fêmeas controle (n=12) 

Fêmeas Álcool 0,5% (n=12) 

Fêmeas Álcool 1% (n=12) 

Fêmeas Álcool 2% (n=12) 

Fêmeas Cafeína 2,5mg (n=12) 

Fêmeas Cafeína 5mg (n=12) 

Fêmeas Cafeína 10mg (n=12) 

 

 

 

5 minutos 

 

 

 

8cm-5minutos 

 

 

 

 

 

 

5.2.2.1 Exposições farmacológicas 

 

Os grupos foram expostos ao álcool ou cafeína diluídos em água (Magno et al., 2015). 

As três concentrações de cada substância foram diluídas individualmente em 500 mL de água 

previamente tratada e filtrada em laboratório, utilizando um frasco reagente de vidro incolor. 
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O pH de cada solução foi então ajustado para 7 ± 0,2, e a temperatura foi mantida em 27 ± 1 

°C. Posteriormente, 200 mL de cada solução diluída foram transferidos para béqueres de vidro, 

onde os animais dos respectivos grupos foram colocados e expostos por 5 minutos.  

As doses de álcool e cafeína foram ajustadas de acordo com o peso e tamanho dos 

animais, garantindo que as concentrações utilizadas em cada faixa etária fossem proporcionais 

às suas características físicas. Isso permitiu uma comparação adequada dos efeitos das 

substâncias em diferentes estágios de desenvolvimento, considerando as variações no tamanho 

corporal entre as fases. 

 

5.3 Resultados 

 

5.3.1 EFEITOS DO ÁLCOOL 

 

 As exposições alcoólicas nas larvas apresentaram diferenças quanto ao tempo de 

permanência nos braços planos [H(3,44)=20,398; p<0,001] e com rampas  [H(3,44)=27,942; 

p<0,001] entre os diferentes grupos tratados. O pós-teste indicou diferenças para o grupo 

tratado com 2% de álcool, mostrando que os animais que receberam essa dose passaram 

significativamente menos tempo nos braços planos e braços com rampa em comparação a todos 

os grupos para o tempo no plano (p<0,05) e para os grupos 0.5% e 1% nas rampas (p<0,05). 

Nenhuma diferença foi encontrada no tempo de permanência no centro (Figura 8A).   

Para o número de entradas nos braços, os resultados mostraram diferenças entre os 

grupos de tratamento para as entradas nos planos [H(3,44)=30,693; p<0,001] e com rampas 

[H(3,44)=33,802; p<0,001]. O pós-teste indicou que o grupo tratado com 2% teve um menor 

número de entradas nos braços planos e braços com rampa comparado aos demais grupos de 

tratamento e com o grupo controle (p<0,05). O grupo tratado com 1% entrou mais vezes nas 
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rampas comparado o grupo tradado com a dose de 2%, e com o grupo controle (p<0,05) (Figura 

8B). 

Figura 8. Larvas de guppies expostas ao álcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são apresentadas por símbolos entre os grupos (* p<0,05). 

 

As exposições alcoólicas nos juvenis revelaram diferenças quanto ao tempo de 

permanência nos braços planos [F(3,44)=226,941; p<0,001], com rampas [H(3,44)=29,674; 

p<0,001]  e compartimento central [H(3,44)=26,600; p<0,001] entre os diferentes grupos 

tratados com álcool. O resultado do pós-teste revelou um menor tempo de permanência no 

plano para o grupo tratado com 2% comparado com os grupos 0,5%, 1% e grupo controle 

(p<0,001), além de também indicar para 2% um menor tempo gasto na rampa com relação ao 

grupo 1% e controle (p<0,05). Ainda, o pós-teste relevou que o grupo que recebeu o tratamento 

com a dose de 0.5% passou mais tempo nos braços planos (p=0,042) e menos tempo nos braços 

com rampa (p<0,05) comparado com o grupo controle (Figura 9A).  

Quanto ao tempo de permanência no centro, o pós-teste indicou um maior tempo gasto 

para o grupo que recebeu o tratamento com a dose de 2% comparada com todos os outros 

grupos (p<0,05) (Figura 9A). 
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Com relação ao número de entradas nos braços, os juvenis tratados com o álcool 

apresentaram diferenças para as entradas nos braços planos [H(3,44)=30,663; p<0,001] e 

braços com rampas [H(3,44)=28,790; p<0,001]. O pós-teste indicou uma redução significativa 

no número de transposições, tanto nos braços planos quanto nas rampas, para o grupo que 

recebeu o tratamento com a dose de 2% comparado com os demais grupos de tratamento e 

grupo controle (p<0,05) (Figura 9B).  

Figura 9. Guppies juvenis expostos ao álcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são apresentadas por símbolos entre os grupos (* p<0,05, *** p<0,001). 

 

 

 

As exposições ao álcool em guppies machos adultos não revelaram diferenças quanto 

ao tempo gasto nos braços planos, braços com rampa e centro (Figura 10A). Entretanto, quanto 

ao número de entradas, foram encontradas diferenças para o número de transposições nos 

braços planos [H(3,44)=18,725; p<0,001] e braços com rampa [H(3,44)=18,354; p<0,001]. O 

pós-teste indicou redução no número das entradas nos braços planos e com rampas dos grupos 

0,5% e 1% comparados com o grupo controle (p<0,05). O grupo que recebeu a dose de 2% 

apresentou um maior número de transposições nos planos e rampas apenas com relação ao 

grupo que recebeu a dose de 0,5% (p<0,05) (Figura 10B). 
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Figura 10. Guppies machos expostos ao álcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são representadas por símbolos entre os grupos (* p<0,05). 

 

 

 

As fêmeas de guppies tratadas com álcool também não apresentaram diferenças quanto 

ao tempo de permanência nos braços planos, braços com rampa e centro (Figura 11A). 

Entretanto, para o número de entradas nos braços foram encontradas diferenças quanto ao 

número de passagens para os braços planos [F(3,44)= 15,688; p<0,001] e braços com rampa 

[H(3,44)=9,607; p=0,022] (Figura 11B). 

O pós-teste indicou que, comparado ao grupo controle, os grupos que receberam as 

diferentes concentrações alcoólicas apresentaram redução quanto ao número de entradas nos 

braços planos, respectivamente: controle e 0,5% (p=0,034), controle e 1% (p<0,001) e controle 

e 2% (p<0,001). Comparados também a dose de 0,5% os grupos 1% (p=0,011) e 2% (p=0,046) 

apresentaram um menor número de entradas. Quanto as entradas nos braços com rampa, apenas 

uma redução no número de entradas para o grupo 1% comparado ao grupo controle foi 

observada (p<0,05) (Figura 11B).   
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Figura 11. Guppies fêmeas expostas ao álcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são representadas por símbolos entre os grupos (*p<0,05, *** p<0,001). 

 

 

 

 

5.3.2 EFEITOS DA CAFEÍNA 

 

 Os resultados do tratamento das larvas a cafeína não mostraram diferenças quanto ao 

tempo gasto nos braços planos e braços com rampa do labirinto. Contudo, foram encontradas 

diferenças quanto ao tempo gasto no compartimento central [H(3,44)=20,453; p<0,001], 

indicando no pós-teste uma redução do tempo gasto no centro para o grupo que recebeu a dose 

de 5mg comparada com o grupo de 2,5mg, 10mg e grupo controle (p<0,05) (Figura 12A). 

Não houve diferenças quanto ao número de entradas nos braços para as larvas expostas 

a cafeína (Figura 12B). 
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Figura 12. Larvas de guppies expostas à cafeína (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são apresentadas por símbolos entre os grupos (*p<0,05). 

 

 

 

Os resultados dos juvenis expostos a cafeína apresentaram diferenças quanto ao tempo 

de permanência nos braços planos [H(3,44)=36,571; p<0,001], braços com rampa 

[H(3,44)=37,076; p<0,001] e centro [H(3,44)=11,716; p= 0,008]. No pós-teste foi observado 

um maior tempo de permanência nos braços planos para o grupo que recebeu o tratamento da 

dose de 10mg comparado com o grupo controle (p<0,05) e o grupo que recebeu a dose de 

2,5mg (p<0,05). O grupo tratado com 5mg apresentou um maior tempo de permanência nos 

braços planos apenas comparado com o grupo 2,5mg (p<0,05) (Figura 13A). 

Quanto ao tempo de permanência nos braços com rampa, o pós-teste mostrou que os 

juvenis tratados com a dose de 10mg apresentaram um menor tempo nesses quando 

comparadas com o grupo controle (p<0,05) e com o grupo que recebeu a dose de 2,5mg 

(p<0,05), esse último também apresentou um maior tempo gasto nas rampas com relação ao 

grupo 5mg (p<0,05). Já o tempo gasto no compartimento central, foi observado um menor 

tempo gasto para os juvenis tratados com 10mg comparados com o grupo controle e com o 

grupo tratado com 5mg (p<0,05) (Figura 13A). 
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Para o número de entradas nos braços, o pós-teste mostrou um maior número de 

transposições nos braços planos e braços com rampa para os juvenis que receberam a dose de 

2,5mg comparados com todos os grupos de tratamento e controle (p<0,05). O aumento no 

número de entradas nos braços observado para a dose de 2.5mg foi seguido de uma diminuição 

para o grupo controle, para o grupo de 5mg e um número ainda menor para o grupo de 10mg 

(p<0,05). Em ambos os braços, o grupo que recebeu o tratamento com a dose de 10mg de 

cafeína apresentou um menor número de passagens comparado com o grupo controle (p<0,05) 

(Figura 13B).       

Figura 13. Guppies juvenis expostos à cafeína. (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são representadas por símbolos entre os grupos (* p<0,05). 

 

 

 

Os resultados referentes ao tempo de permanência dos compartimentos do PMR para 

machos adultos não apresentaram diferenças significantes (Figura 14A). Contudo, quanto ao 

número de entradas, somente nas entradas nos braços planos foram encontradas diferenças 

[H(3,44)=13,224; p=0,004]. O pós-teste indicou que apenas os grupos tratados com cafeína nas 

doses de 5mg e 10mg apresentaram redução no número de entradas nos braços planos quando 
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comparados com o grupo controle (p<0,05). Não foram encontradas diferenças com relação ao 

número de entradas nas rampas (Figura 14B). 

Figura 14. Guppies machos expostos à cafeína. (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são representadas por símbolos entre os grupos (* p<0,05).  

 

 

 

Paras as fêmeas, as diferenças encontradas no tempo de permanência nos 

compartimentos foram apenas em relação ao tempo gasto nos braços planos [H(3,44)=10,607; 

p=0,014], e no centro [F(3,44)=4,631; p<0,007]. Nas rampas não foram encontradas diferenças 

significativas. O pós-teste indicou um aumento no tempo de permanência nos braços planos 

para os grupos tratados com as doses de 2,5mg e 5mg comparadas com o grupo controle 

(p=0,013). Para o tempo no centro, foram observadas apenas para esses mesmos grupos 

tratados, uma redução no tempo de permanência comparado com o grupo controle (p=0,016) 

(Figura 15A).  

Quanto ao número de entradas, as fêmeas tratadas com cafeína apresentaram diferenças 

para número de passagens nos braços planos [F(3,44)=8,172; p<0,001] e nos braços com rampa 

[F(3,44)=3,85; p<0,016]. O pós teste mostrou que comparados ao grupo controle, os grupos 

tratados com cafeína apresentaram redução no número de transposições, respectivamente: 
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controle e 2,5mg (p<0,001), controle e 5mg (p=0,004) e controle e 10mg (p<0,001). Para as 

entradas nas rampas, foram observadas comparadas ao grupo controle, redução no número de 

entradas para os grupos 2,5mg (p=0,028) e 10mg (p=0,038) (Figura 15B).   

Figura 15. Guppies fêmeas expostas à cafeína. (A) porcentagem de tempo gasto em cada 

compartimento. (B) Número de entradas em cada compartimento. Diferenças estatísticas 

significativas são representadas por símbolos entre os grupos (*p<0,05; **p<0,01; *** 

p<0,001). 

 

 

5.4 Discussão 

 

5.4.1 EFEITOS DO ÁLCOOL 

 

Nossos resultados mostraram que doses menores de álcool induziram uma resposta 

desinibida em larvas e juvenis no LCR, demonstrada pelo aumento do tempo gasto em braços 

de rampa em comparação aos braços planos. Esse padrão comportamental exibido no labirinto 

sugere que em doses menores, o álcool tem um efeito estimulante na exploração ambiental, 

com um efeito ansiolítico aparente (Zhang et al., 2007). 
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Especificamente em larvas, observamos que a dose de 1% teve a influência mais 

significativa na atividade locomotora, com um maior número de transições entre os braços, 

favorecendo as rampas. Em juvenis, a dose de 0,5% resultou em um maior número de 

cruzamentos entre os braços e, à medida que as doses aumentaram, o número dessas transições 

diminuiu.  Esses resultados são como estudos que mostram que em roedores, o efeito inicial do 

álcool causa uma maior propensão à exploração e menos aversão no teste do labirinto em cruz 

elevado (LCE) (Prediger et al., 2004; Zhang et al., 2007; Bahi, 2013).  

Pellow et al. (1985) indicam que o aumento da exploração nos braços mais aversivos 

do LCE estaria associado à redução dos níveis de ansiedade em roedores. Comparando os 

resultados obtidos em larvas e guppies juvenis quanto ao tempo e número de entradas nas 

rampas do LCR, nota-se que o álcool causou um efeito desinibido em concentrações mais 

baixas, enquanto em concentrações mais altas resultou em uma redução no tempo gasto e nas 

entradas em geral. 

O efeito desinibido causado pelo álcool em concentrações mais baixas observado em 

larvas e juvenis, sugere que as vias GABAérgicas podem estar se desenvolvendo nessas idades. 

Considerando que o álcool atua como um agonista do receptor GABAA, intensificando a 

atividade inibitória, resultando em uma diminuição do comportamento ansioso. Em contraste, 

com o aumento das doses, a função glutamatérgica pode ter sido suprimida, potencializando os 

efeitos inibitórios em animais, levando a um efeito depressor na dose de 2% (Araujo-Silva et 

al., 2018; Clayman & Connaughton, 2022). 

Os grupos expostos a 2% passaram a maior parte do experimento no centro do labirinto, 

sugerindo perda de percepção ambiental, indicando um efeito como intoxicação. Esses efeitos 

observados são característicos de exposições ao álcool em animais submetidos a estudos 

comportamentais relacionados à ansiedade: o comportamento exploratório aumenta até uma 
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dose intermediária e depois diminui, indicando intoxicação (Rico et al., 2007; Araújo-Silva et 

al., 2018). 

Em guppies adultos, não foram encontradas diferenças no tempo gasto nos 

compartimentos LCR para as doses administradas, possivelmente devido à maturidade dos 

animais e maior tolerância ao álcool (Walsh-Monteiro et al., 2021). No entanto, machos e 

fêmeas exibiram apenas respostas locomotoras, evidenciadas pelo número de entradas nos 

braços (Figuras 4 e 5). 

Observamos que para os machos, o número de entradas aumentou conforme a 

concentração de álcool aumentou, enquanto para as fêmeas, ocorreu o oposto, com menos 

cruzamentos em doses mais altas. Esse dimorfismo comportamental sugere que a resposta ao 

álcool também é dependente do sexo, onde o aumento da concentração de álcool resultou em 

maior deambulação nos machos, enquanto nas fêmeas, a resposta motora foi inversamente 

afetada, diminuindo com o aumento da dose. 

Essa diferença sexual no comportamento é justificada pela ecologia dos guppies, onde 

os machos assumem o papel de exploradores enquanto as fêmeas permanecem mais associadas 

ao fundo e ao habitat. Assim, os machos são mais propensos a explorar o ambiente em busca 

de parceiros e recursos, incluindo áreas próximas à superfície (Walsh-Monteiro et al., 2021). 

Estudos que investigam os efeitos específicos do álcool no comportamento em modelos 

de peixes e roedores sugerem que em cada via, o mecanismo de ação pode depender da idade, 

linhagem, sexo, concentração administrada e tempo (Clayman & Connaughton, 2022; 

Montalbano et al., 2023). Apesar do curto tempo de vida e desenvolvimento contínuo, os 

guppies naturalmente apresentam comportamentos de evitação de risco em relação ao novo 

ambiente (neofobia), manifestando uma tendência à autopreservação (Walsh-Monteiro et al., 

2021; Carvalho et al., 2024). 
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Esses comportamentos proporcionam vantagens adaptativas para a sobrevivência de 

uma espécie, principalmente durante os estágios iniciais de desenvolvimento, apresentando-se 

como um mecanismo conservado entre os vertebrados (Clayman & Connaughton, 2022; 

Montalbano et al., 2023). Esses dados sugerem que o álcool foi capaz de interferir nos 

mecanismos de avaliação de risco e autopreservação de guppies larvais e juvenis, 

comprometendo sua capacidade de responder adequadamente ao estímulo aversivo induzido 

pelo LCR (Carvalho et al., 2024), indicando que nessas fases o sistema nervoso é mais sensível 

à substância. 

Esses dados corroboram o entendimento de como o uso/abuso de bebidas alcoólicas por 

crianças ou adolescentes pode ser prejudicial ao desenvolvimento e maturação do sistema 

nervoso, uma vez que nessas fases da vida o cérebro ainda está em processo de maturação, 

principalmente nas regiões envolvidas no controle de impulsos, tomada de decisão e 

processamento de recompensas, como o córtex pré-frontal (Karoly et al., 2024). 

Essa imaturidade torna esses indivíduos mais vulneráveis aos efeitos do álcool, pois 

apresentam menor capacidade de regular comportamentos impulsivos e resistir às pressões 

sociais para consumir essas substâncias (Lees et al., 2020). 

 

5.4.2 EFEITOS DA CAFEÍNA 

 

Em larvas, os grupos tratados com diferentes doses de cafeína não apresentaram 

diferenças no tempo gasto nos braços planos ou nos braços de rampa. As diferenças observadas 

foram limitadas ao tempo gasto no centro do labirinto, sem impacto no número de entradas e 

sem efeitos aparentes no comportamento do tipo ansiedade (Figura 6). Em guppies juvenis, no 

entanto, encontramos diferenças quanto ao tempo gasto nos braços e no compartimento central 

(Figura 7A).  
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Os juvenis expostos a doses maiores de cafeína mostraram preferência pelos braços 

planos, enquanto aqueles expostos a doses menores preferiram os braços de rampa. Esses 

resultados indicam um efeito ansiogênico dose-dependente da cafeína manifestado no LCR, 

onde sob o efeito estimulante, esses animais passam mais tempo no ambiente considerado mais 

aversivo (rampas). Com o aumento da dose, o comportamento ansiogênico foi manifestado, 

onde eles tenderam a evitar esses espaços (Figura 7A). 

Combinados com a análise do número de entradas nos braços, nossos resultados 

revelaram que os juvenis que receberam a maior dose de cafeína (10 mg) tiveram sua atividade 

locomotora significativamente reduzida, permanecendo principalmente nos braços planos. Em 

contraste, nos grupos que receberam doses intermediárias (5 mg) e menores (2,5 mg), os 

animais não apenas passaram mais tempo nas rampas, mas também exploraram mais (Figuras 

7AB). 

Como antagonista da adenosina, a cafeína impede que o neurotransmissor se ligue aos 

seus receptores (A1 e A2A, principalmente) e, assim, o efeito sedativo típico não ocorre, 

levando o animal a ficar mais estimulado (Ruiz-Medina et al., 2013; Neri et al., 2019). Esse 

bloqueio adenosinérgico induzido pela cafeína aumenta a liberação de dopamina no córtex pré-

frontal de humanos e ratos (Clayman & Connaughton, 2022; Harada et al., 2022; Li et al., 

2024), o que causa o efeito estimulante da droga. 

Em altas doses, a cafeína exibe um aumento na resposta ansiosa, observada no aumento 

do tempo gasto nos braços planos do labirinto, como o que ocorre em ratos que passam mais 

tempo nos braços fechados do LCE (Lister, 1990). Essa resposta ansiogênica também é 

identificada em zebrafish testados no aquário claro-escuro (Maximino et al., 2011) e no teste 

de tanque novo (Egan et al., 2009). 

Embora o comportamento de "freezing" não tenha sido um parâmetro analisado neste 

estudo, o efeito observado para a dose mais alta se assemelha a esse fenômeno, comum em 
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peixes que permanecem parados no fundo do aquário ou em áreas mais escuras quando estão 

em um estado semelhante ao medo (Sourisse et al., 2023; Pintos et al., 2023). Roedores 

expostos ao LCE também apresentam uma resposta semelhante, passando mais tempo nos 

braços fechados e mostrando atividade locomotora reduzida (Hilton et al., 2023).  Esses 

achados corroboram nossos resultados, onde os juvenis expostos à dose de 10 mg exibiram 

uma resposta mais pronunciada do tipo ansiedade 

Em animais adultos (Figuras 8 e 9), a exposição à cafeína resultou em uma redução 

significativa na atividade locomotora em machos e fêmeas, independentemente da dose 

administrada. No entanto, um aumento no tempo gasto nos braços planos do labirinto foi 

observado em fêmeas, sugerindo uma possível diferença na sensibilidade ao estímulo entre os 

sexos, como o que foi observado nos resultados encontrados com álcool. 

Essas descobertas indicam que a cafeína exerce efeitos complexos e dependentes da 

dose em comportamentos locomotores e de ansiedade em guppies, com respostas variando de 

acordo com o estágio de desenvolvimento e sexo dos animais. Enquanto as larvas não exibiram 

modulação específica do comportamento tipo-ansiedade, os juvenis exibiram o comportamento 

de forma mais proeminente nas doses usadas neste estudo. Em adultos, uma redução na 

atividade locomotora foi observada, particularmente em fêmeas, que mostraram maior 

sensibilidade ao estímulo em termos de tempo gasto nos braços abertos. 

Esses resultados destacam a importância de considerar o estágio de desenvolvimento e 

o sexo ao avaliar os efeitos de substâncias psicoativas e sugerem que os circuitos neurais 

associados ao comportamento semelhante à ansiedade podem ser funcionalmente imaturos 

durante os primeiros estágios da vida (Trindade et al., 2024).  

A dependência da dose dos efeitos ressalta a relevância de parâmetros experimentais 

precisos em estudos farmacológicos. Finalmente, a validação de guppies como um modelo 
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animal para investigar diferenças inter-idade e intersexo no comportamento semelhante à 

ansiedade aumenta seu potencial para pesquisa neurobiológica e translacional. 

 

5.5 Conclusão 

 

Este estudo investigou os efeitos do álcool e da cafeína no comportamento ansioso em 

diferentes estágios de desenvolvimento de guppies usando o teste do labirinto em cruz com 

rampa. Nossos resultados complementam a validade preditiva do modelo na avaliação dos 

efeitos farmacológicos dessas duas substâncias sobre comportamento ansioso (Carvalho et al., 

2024). 

O uso de guppies em pesquisas oferece vantagens não apenas pelo fácil manuseio e 

baixo custo, mas também porque, ao longo do desenvolvimento — da fase larval até a fase 

adulta — os guppies apresentam mudanças significativas na organização do circuito neural, 

como a maturação das vias GABAérgica e dopaminérgica, que estão envolvidas na modulação 

de respostas comportamentais associadas à ansiedade, conservadas entre mamíferos, incluindo 

humanos (Araujo-Silva et al., 2018; Clayman & Connaughton, 2022). 

 Essas características permitiram explorar o impacto de substâncias psicotrópicas, como 

álcool e cafeína, em diferentes estágios de maturação do sistema nervoso em uma espécie 

modelo de fácil manuseio e rápido desenvolvimento, ao mesmo tempo em que examinam 

potenciais diferenças relacionadas ao sexo na idade adulta. 

Tanto o álcool quanto a cafeína modularam respostas comportamentais associadas ao 

comportamento tipo-ansiedade em guppies dentro do teste LCR, destacando a importância de 

considerar a dose e o estágio de desenvolvimento ao avaliar seus efeitos, uma vez que os efeitos 

variam de acordo com a idade. O álcool causou um efeito inicial sugestivo de propriedades 

ansiolíticas, causando maior desinibição e em altas doses causou um estado depressivo como 
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embriaguez em larvas e juvenis. A cafeína em baixas doses causou um efeito estimulante e em 

altas doses um efeito ansiogênico foi observado mais evidente apenas em juvenis. 

Esses achados fornecem novos dados para o estudo do desenvolvimento usando 

guppies, mostrando que durante o estágio larval, os guppies apresentam respostas menos 

definidas aos efeitos da cafeína, sugerindo que os circuitos neurais associados ao mecanismo 

de ação da substância ainda são funcionalmente imaturos. 

Por outro lado, entre 2-3 semanas após o nascimento, quando os guppies são juvenis, 

já é possível observar comportamentos mais complexos, como a escolha de locais mais seguros 

(Savaşçı et al., 2021), mesmo sob o efeito da cafeína, o que indica progresso na maturação do 

sistema nervoso e respostas comportamentais mais evidentes aos efeitos das concentrações 

desta substância. 

Na fase adulta, os animais apresentam um sistema nervoso maduro, e o álcool e a 

cafeína não apresentam efeitos significativos na resposta de ansiedade, apenas na locomoção, 

sugerindo que a sensibilidade dos guppies a essas substâncias pode mudar com a maturação 

completa do sistema nervoso, exigindo novas abordagens experimentais, como ajustes nas 

concentrações testadas, para elucidar completamente os mecanismos envolvidos. 

Em resumo, este estudou forneceu novas evidências que reforçam e ampliam a 

validação dos guppies como um modelo translacional para estudos de farmacologia 

neurodesenvolvimental e comportamental, destacando sua utilidade na investigação de 

alterações comportamentais induzidas por substâncias psicoativas em diferentes estágios de 

maturação neural. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Nos dois estudos desta pesquisa, as análises paramétricas no Labirinto em Cruz com 

Rampa (LCR) de larvas e juvenis de guppies e análise do efeito de drogas indicam a espécie 

como um modelo alternativo válido para a pesquisa sobre o desenvolvimento e comportamento 

durante os primeiros estágios de vida.  

A metodologia ajustada, baseou-se nos protocolos de Walsh-Monteiro et al. (2016; 

2021) para zebrafish e guppies adultos, essenciais para garantir a precisão dos dados, 

considerando as adaptações no tamanho do aparato, altura da coluna d'água e duração das 

sessões de teste. Essas adequações permitiram a mensuração das características 

comportamentais associadas à ansiedade em larvas e juvenis de guppies. 

Os resultados mostraram que as larvas e juvenis expostos ao LCR manifestaram 

preferência pelos braços planos, em comparação aos braços com rampas, os quais 

representaram o ambiente mais aversivo. A escolha por áreas mais seguras sugere que os 

guppies apresentam comportamentos compatíveis com os de estudos anteriores com larvas de 

zebrafish (Colwill & Creton, 2011; Richendrfer et al., 2012; Lopez-Luna et al., 2017; Varga et 

al., 2018), indicando que comportamentos relacionados à segurança e à evasão de áreas 

aversivas podem ser usados para estudar o desenvolvimento e a manifestação precoce de 

respostas comportamentais semelhantes à ansiedade. 

A consistência desses achados, com os estudos de Walsh-Monteiro et al. (2016; 2021), 

indica que o LCR adaptado para larvas e juvenis é uma ferramenta válida para indução e análise 

de comportamentos relacionados à ansiedade em modelos de peixes em estágios iniciais de 

desenvolvimento. Além disso, a resposta semelhante à ansiedade observada em larvas e juvenis 

de Guppy é comparável aos comportamentos dos peixes adultos, sugerindo que o 

desenvolvimento precoce não altera significativamente o padrão de resposta ansiosa, mantendo 



68 

 

uma tendência inata para a escolha de ambientes mais seguros desde as fases iniciais, o que 

sugere a conservação dos mecanismos fisiológicos e comportamentais até a idade adulta. 

Em síntese, os resultados desta pesquisa apontam que larvas e juvenis de guppies 

apresentam respostas comportamentais consistentes com o comportamento ansioso, e que 

podem ser moduladas por fatores ambientais e substâncias químicas de maneira similar a outros 

modelos de desenvolvimento. O LCR se mostrou uma ferramenta válida para análise do 

comportamento tipo-ansioso nas diferentes etapas de vida em guppies, contribuindo para novos 

achados sobre a conservação e a gênese dessa resposta. 
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