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Carvalho, A. C. C. (2024). Aspectos Paramétricos do Comportamento Tipo-Ansiedade em
Diferentes Estagios de Desenvolvimento de Guppies (Poecilia reticulata) no Labirinto em Cruz
com Rampa. Tese de Doutorado. Programa de PoOs-Graduacdo em Teoria e Pesquisa do
Comportamento. Universidade Federal do Para, Belém, Par, Brasil, 97 p.

Resumo

Estudos paramétricos do comportamento tipo-ansiedade em animais ndo humanos sao
essenciais para aumentar a validade e a eficacia desses modelos ao estabelecerem parametros
determinantes da manifestacdo 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
adaptacdo do LCR de peixes adultos para guppies (Poecilia reticulata) nos primeiros estagios
de desenvolvimento. No Estudo I, foi realizada a analise paramétrica do LCR para larvas e
juvenis de guppies. Avaliou-se a sensibilidade dos animais a diferentes tempos de exposicao
ao aparato e niveis de agua, com o objetivo de analisar a resposta dos guppies ao estimulo
aversivo produzido pelo LCR e seus niveis de resposta tipo-ansiosa por meio da exploracéo do
aparelho. As avaliacGes incluiram o tempo em cada braco do labirinto e o nimero de
transposicOes, representando varidveis comportamentais. No Estudo Il, com base nos
parametros de tempo de sessdo e coluna d'agua estabelecidos no primeiro estudo, foram
realizadas exposic@es hidricas a diferentes concentraces de alcool e cafeina. O objetivo foi
examinar os efeitos dessas substancias no comportamento semelhante a ansiedade em guppies,
desde a fase larval até a fase adulta. Os resultados dos dois estudos indicaram que o0 LCR é um
modelo valido para estudar a ansiedade em guppies desde os estagios iniciais do
desenvolvimento. As variaveis medidas no aparelho, como o tempo, a coluna d'agua e nimero
de entradas, permitiram induzir respostas comportamentais semelhantes a ansiedade nestes
animais larvais e juvenis. Além disso, os resultados mostraram que foi possivel avaliar o efeito
do alcool e da cafeina sobre o nivel da resposta ansiosa, que varia conforme a dose, idade e
sexo dos animais. Essas descobertas reforcam também a validade do Guppy como modelo
animal para investigacGes sobre o comportamento ansioso desde 0s primeiros estagios de vida.

Palavras-chave: Comportamento, labirinto em cruz com rampa, modelos de ansiedade,
guppy, Poecilia reticulata, psicologia comparada, modelos animais, alcool, cafeina, 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 Par4,
Belém, Pard, 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 11, 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 APRESENTACAO

1.1 Validando um modelo

A ansiedade é um estado emocional complexo, caracterizada por reacGes de apreensdo
ou tensdo como resposta a estimulos percebidos como ameacadores, envolvendo alteracfes
fisiolégicas 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 situacdes que sao capazes de gerar respostas semelhantes do estado
ansioso em um animal ndo-humano (espécie modelo ou modelo animal).

As respostas observadas nos modelos podem ser induzidas pela exposicdo da espécie
em um ambiente novo e desconhecido (modelos ndo condicionados ou etolégicos) exposicdo
a niveis elevados de iluminacdo durante os experimentos, exposicao a substancias ansioliticas
ou ansiogénicas (Delgado et al., 2006; Harro, 2023; Zhao et al., 2023). Logo, as condictes
criadas nos experimentos esperam que o0s animais realizem avaliacdes sobre o seu ambiente,
permitindo que eles evitem, se esquivem, de ameacas ou busquem por reflgio em areas mais
protegidas sem a necessidade de um treinamento prévio (como nos modelos condicionados)
(Rushton et al., 1983).

Para que seja possivel avaliar parametros validos para a analise do comportamento
ansioso, o estudo deve utilizar uma espécie que seja capaz de refletir os mecanismos biolégicos
reais que ocorrem no organismo ou na condi¢do que esta sendo estudada. Isso significa que as
respostas observadas no modelo devem ser semelhantes as que ocorreriam em situacoes
naturais no organismo de interesse (Steimer, 2011; Jones et al., 2019).

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

fendmeno 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 condigdes fisioldgicas, ecolégicas e comportamentais da espécie
escolhida sejam ideais para o estudo, considerando que o nivel de resposta ansiosa nao deve
ser tdo baixo a ponto de dificultar a deteccdo de efeitos ansioliticos, nem tdo elevado que
impeca a observacao de aumentos adicionais na ansiedade (Rodgers & Dalvi, 1997; Menard &
Treit, 1999; Holmes, 2001; Motta, 2020).

Na literatura encontram-se trés critérios que estabelecem os aspectos que determinam
0 que um modelo precisa alcancar para que seja considerado valido em cumprir aquilo que se
propde: 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; Jovanovi¢ et al.,
2017; Kristensen et al., 2018; Gencturk & Unal, 2024).

A validade de face se refere a semelhanca entre os sintomas observados no modelo e
aqueles da condicdo clinica especifica. Para que um modelo tenha validade de face, as respostas
comportamentais dos animais devem refletir caracteristicas reconheciveis da ansiedade, como
a evitacdo de espacos abertos, 0 aumento da frequéncia cardiaca ou 0 medo. Se um modelo
animal manifesta esses comportamentos em resposta a condi¢do estressora, ele pode ser
considerado relevante para o estudo, pois permite avaliar o fenbmeno em um contexto que é
intuitivamente compreensivel e reconhecivel (Maximino et al., 2010; Belzung & Lemoine,
2011; Qi Xiaoli & Lin Wenjuan, 2005).

A validade de construto envolve a capacidade do modelo de reproduzir 0s processos
fisiopatoldgicos da doenga. Um modelo com validade de construto deve demonstrar, além do
comportamento, outros mecanismos fisioldgicos envolvidos na resposta ansiosa. Isso pode

incluir alteracBes nos niveis de neurotransmissores, como serotonina ou norepinefrina, bem
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como a ativacdo de circuitos neurais especificos associados a resposta ao estresse e a ansiedade.
Se 0 modelo reproduz essas caracteristicas, ele pode ser considerado Util para investigar a
fisiopatologia da ansiedade e testar novas intervencgdes (Overall, 2000; Maximino et al., 2010;
Haller & Alicki, 2011Gencturk & Unal, 2024).

A validade preditiva esta ligada a eficacia do modelo em responder aos tratamentos da
mesma maneira que os humanos. Um modelo de ansiedade deve ser capaz de prever a eficacia
de terapias conhecidas, como medicamentos ansioliticos ou intervencdes comportamentais. Se
um determinado tratamento reduz os comportamentos ansiosos em um modelo animal da
mesma forma que alivia os sintomas em humanos, ele possuira validade preditiva (Bourin &
Hascoét, 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 sdo utilizadas como modelos de
pesquisa, incluindo peixes como o zebrafish (Danio rerio), o peixe dourado (Carassius
auratus), a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), o peixe-de-briga-do-Sido (Betta
splendens) e o Guppy (Poecilia reticulata) (Olivier et al., 1994; Corréa & Negrdo, 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 utilizacdo de peixes como modelos esté relacionada ndo apenas as facilidades de
manutenc¢do e a manipulacdo, mas também a homologia genética e comportamental observada
entre eles e animais mamiferos (Kalueff et al., 2014). Outras semelhangas fisiologicas sdo

observadas, principalmente na neuroanatomia e na sinalizacdo neural com os tetrdpodes,
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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 diferencas anatbmicas evidentes, as
similaridades moleculares (neurotransmissores, hormonios) sao suficientes para justificar o uso
desses organismos na pesquisa (Schartl, 2014; Kalueff et al., 2014).

Para o estudo e analise do comportamento tipo-ansiedade em peixes, sdo utilizados
modelos comportamentais (testes ou procedimentos) capazes de induzir as respostas tipicas
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 & Pefialosa, 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 eficécia se explica pelo fato de que esses testes avaliam a evitacdo dos animais em
ambientes mais aversivos (valor de face), permitindo também explorar 0s aspectos subjacentes
ao comportamento, como o significado da evitacdo e a relagdo com a resposta ansiosa (valor
de construto). Além disso, possuem capacidade preditiva, uma vez que demonstram que
animais tratados com ansioliticos 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 sédo
utilizados na pesquisa. Ao analisar o surgimento e a consolidacdo de respostas
comportamentais ao longo das primeiras fases da vida, é possivel compreender 0s processos
pelos quais comportamentos especificos, 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 mamiferos,
facil manejo, ciclo de vida curto, alta taxa de reproducdo e baixo custo (Rosa et al., 2022). As
larvas de zebrafish exibem respostas comportamentais de sobressalto frente a estimulos tateis,
acusticos, visuais e tendem a evitar areas escuras, objetos em movimento e espacos abertos.
Reacdes como essas indicam nesses animais estados como o0 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; Schnérr 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, sdo utilizados modelos comportamentais adaptados as
caracteristicas especificas 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 Analises parameétricas e o labirinto em cruz com rampa

Os modelos comportamentais utilizados na pesquisa da ansiedade, especialmente na
area da farmacologia, permitem avaliar comportamentos ansioliticos ou ansiogénicos
induzidos por substancias psicotrépicas. 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 0 modelo
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reflete o fendbmeno estudado), as pesquisas paramétricas sd@o essenciais para a definicdo de
parametros experimentais (Maximino et al., 2010).

A definicdo desses parametros é feita através do teste comportamental e controle de
variaveis relacionadas ao modelo em estudo, como o aparato em si, o tempo do teste, a
linhagem dos animais, idade, tamanho e outras condi¢des experimentais (Espejo, 1997; Cooper
etal., 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
analise do comportamento tipo-ansiedade em roedores. Ele se baseia na escolha do animal por
ambientes mais seguros e a aversdo por ambientes mais expostos, como indicativo valido para
observacao do comportamento, onde seu formato em cruz permite avaliar o comportamento a
partir da introducéo dos animais no centro do aparato para inicio do teste (Pellow et al., 1985;
Kraeuter et al., 2019).

Pellow et al. (1985) estabelece que o comportamento tipico dos animais no LCE
consiste em passar a maior parte da sessao de teste, cerca de 80% do tempo, nos bracos
fechados (ambiente seguro), também entrando um maior nimero de vezes nestes bracos. Esse
comportamento pode ser apontado como um indice confidvel de ansiedade, no qual a
exploracdo e tempo nos bracos abertos (ambiente aversivo) seria inversamente correspondente
a0 estado ansioso.

Estudos paramétricos feitos com o LCE estabeleceram diferentes condi¢bes ao
avaliarem fatores como o0 sexo dos animais testados, reexposicdo ao teste, o nivel de
luminosidade na hora do experimento, a hora do dia, a altura do aparato, exposi¢cdo a
substancias ansioliticas e ansiogénicas, dentre outros (Pellow et al, 1985; Lister, 1987;

Anseloni & Brandao, 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 a0 medir a aversao dos animais nos
bracos com rampa (mais rasos) e sua preferéncia pelos bracos planos (mais fundos). O principio
por tras desta adaptacao € semelhante ao do TTN, que avalia a tendéncia natural do animal em
evitar areas mais proximas da superficie, preferindo a exploracdo em zonas mais profundas
como medidas de ansiedade (Levin et al., 2007).

A disposicao em cruz, com dois bragos planos e dois bragos com rampas, permite uma
avaliacdo mais refinada das escolhas exploratérias dos peixes, refletindo melhor o
comportamento de risco e seguranca. Essa combinacéo de fatores faz do LCR um modelo util
para o estudo do comportamento ansioso com peixes (Walsh-Monteiro et al., 2016;2021).

Analises paramétricas foram feitas com o LCR desde o desenvolvimento da ferramenta.
No primeiro estudo apresentado, Walsh-Monteiro (2016) determinou parametros a partir da
analise de variaveis para analise do comportamento em guppies adultos (Poecilia reticulata).
As andlises feitas testaram os animais em diferentes niveis de agua (1, 2 e 4 cm no topo da
rampa), diferentes tempos de sessdo (5, 10 e 15 minutos), sexo dos animais, reexposicdo ao
aparato e efeito de substancias (alcool, clonazepam, imipramina, fluoxetina e cafeina) (Walsh-
Monteiro, 2016; Walsh-Monteiro et al., 2021).

Com zebrafish adultos foram feitas analises quanto a sensibilidade desses animais ao
LCR utilizando as mesmas variaveis de tempo, niveis de agua e efeito de duas substancias
(&lcool e clonazepam) (Walsh-Monteiro et al., 2016). Outra analise paramétrica feita com a
exposicao do zebrafish no LCR avaliou outras variaveis do teste, como a inclinagdo da rampa,
nivel de luz e largura dos bracos (Motta, 2020).

Esses estudos mostram que independentemente dos parametros utilizados, 0s peixes

preferem os bracos planos, seguidos pelo compartimento central, e evitam 0s bragos com



20

rampas. Com uma altura na coluna d’agua de 1 cm, observou-se que 0 tempo nos bragos planos
aumentou conforme a duracdo do teste, sugerindo um efeito oposto a habituacdo — quanto
mais rasa a dgua, maior a aversao ao ambiente. Além disso, houve diferencas no tempo de
permanéncia entre colunas d'agua de 2 cm e 4 cm, destacando a importancia do estabelecimento
de parametros em modelos comportamentais, visto que pequenas alteracdes 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 teledsteo nativa do noroeste da
América do Sul e uma das mais utilizadas em aquarismo, sendo também utilizada como modelo
animal em diferentes areas como a genética, ecologia, desenvolvimento, neurociéncias,
farmacologia, toxicologia e comportamento (Reznick & Bryga, 1987; Tripathi et al., 2009;
Shahjahan et al., 2014; Walsh-Monteiro et al., 2014; Bovenkerk & Kaldewaij, 2015; Cabrera-
Alvarez et al., 2017; Dick et al., 2018; Ziaei-nejad et al., 2020; Huang et al., 2020; Rezaie et
al., 2020; Pelaez Rodriguez 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 laboratdrio apresentam vantagens quanto a sua facil manutencao, rapida
reproducédo, sendo uma espécie prolifera e que apresenta dimorfismo sexual na fase adulta,
além de alta resisténcia, inclusive em ambientes adversos, como aqueles contaminados ou com
baixa oxigenacdo (Walsh-Monteiro et al., 2021).

Além disso, a escolha desta espécie como modelo se da pela sua similaridade com
mamiferos em padrdes de neurodesenvolvimento e organizacgao cerebral funcional (Rodd et al.,

1997; Rétaux & Yamamoto, 2024).
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Por serem ovoviviparos apresentam fertilizacdo interna e produzem muitos filhotes por
fémea, 0 que os tornam ideais para estudos relacionados ao desenvolvimento. Os filhotes se
desenvolvem no interior da mée por 3 a 4 semanas antes do nascimento. Quando as larvas
nascem, ja sdo 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 apos a fase larval, cerca de 2-3 semanas ap0s 0
nascimento, nesta fase os juvenis exibem comportamentos mais parecidos com o0s animais
adultos, sendo a fase adulta iniciada entre os 3- 4 meses de vida (Chapman et al., 2008; Savasg1

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

Juvenil (1- 2 cm) @ Fémea adulta (5-6 cm)
W 3-4 meses apos o

2-3 semanas apds o 4|

I nascimento nascimento

Larva (0,8 —-1,0 cm) Macho adulto (3-4 cm) \

0-15 dias apos o nascimento X 3-4 meses apos o
£ SNl nascimento M

Figura 1. Esquema ilustrativo dos estagios de desenvolvimento do guppy selvagem (Poecilia
reticulata), desde o nascimento até a fase adulta. Fonte: adaptado de imagens disponiveis 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 ja apresentam a capacidade de manifestar
comportamentos relacionados a fuga, forrageamento, além de respostas relacionadas a
ansiedade (Rodd et al., 1997; Krause & Liesenjohann, 2012; Gruber, 2012; Savasci et al., 2021;
Pelli & Connaughton, 2015; Carvalho et al., 2024).

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

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

estagios 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 nao foi testado com
guppies larvais e juvenis, esta pesquisa trouxe uma adaptacdo do LCR para larvas e juvenis de
guppy, de forma a reforcar 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
analises de pardmetros no LCR para larvas e juvenis de guppies, a fim de verificar a
sensibilidade dos animais nestas faixas etarias ao teste. Os parametros avaliados envolveram a
andlise de variaveis como: o tempo (5 — 10 — 15min) e coluna d’agua (1,1 — 1,2 — 1,5cm),
considerando que o tempo de exposicao e a profundidade da agua podem afetar a exploracéo,
0 que ¢ relevante para 0 comportamento natural dos guppies, como visto com os adultos.

No segundo estudo, apos de estabelecidos os parametros experimentais, avaliou-se 0s
efeitos de duas substancias psicotropicas, alcool (0,5 - 1 — 2%) e a cafeina (2,5 - 5 — 10mg),
no comportamento dos guppies larvais, juvenis e adultos visando explorar os efeitos
ansioliticos e ansiogénicos dessas substancias sobre 0 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 analises

paramétricas para definicdo de parametros experimentais e analise dos efeitos de substancias.

2.1 Objetivos especificos do Estudo

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

LCR, adaptado ao tamanho fisico desses animais, em diferentes tempos de sessdo e altura da

coluna d’4gua;

- Avaliar o nivel do comportamento de evitacdo em areas mais proximas do topo das rampas e

identificar areas de preferéncia em larvas e juvenis de guppies expostos no LCR;

- Avaliar os efeitos das exposi¢des agudas ao alcool e a cafeina sobre 0 comportamento tipo-

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

- Avaliar se ocorrem diferencas nas respostas comportamentais ao alcool e a cafeina entre 0s

diferentes estagios 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 METODOS

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 0 estudo recebeu aprovacio do Comité de Etica no Uso de
Animais (Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Federal do Para, Protocolo n°

1444120521).

3.2 Manejo e bem-estar dos animais

Foram utilizados guppies do viveiro do Laboratério de Neuroquimica e
Comportamento do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Pard (IFPA),
Campus Tucurui. Uma parte dos guppies adultos do viveiro foram usados apenas como
matrizes de reproducdo, outra parte, composta por machos e fémeas, foi utilizada apenas nos
experimentos do Estudo Il. Estes, foram separados em dois aquarios viveiros de 50L, por sexo,
considerando o dimorfismo sexual perceptivel na fase adulta (Walsh-Monteiro et al., 2021).

Para obtencdo dos guppies nos primeiros estagios de desenvolvimento, fémeas adultas
gravidas foram selecionadas a partir da identificacdo dos estagios finais da gravidez, com base
em sinais como distensdo abdominal e escurecimento da por¢do péstero-inferior do abdémen.
Apds o nascimento, as larvas recém-eclodidas foram removidas para outro local para evitar o
risco de predacéo pelas maes. O manuseio foi realizado por um pesquisador treinado e envolveu
a transferéncia das larvas para recipientes circulares transparentes com volume de 500mL de

agua.
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Para todos os animais do biotério, incluindo guppies adultos e filhotes, a iluminacéo foi
controlada com um fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuriddo, iniciando a fase de
luz as 6 da manhd. As condicoes fisicas e quimicas da d&gua foram mantidas a 27 £ 1 °C; pH 7
+ 0,2, sem cloro, com niveis minimos de aménia e nitrito, que foram medidos semanalmente e
corrigidos conforme necessario.

Para alimentacdo, nauplios de artémia e pellets triturados (TretaColor Tropical Flakes,
Tetra, Alemanha) foram administrados duas vezes ao dia: uma vez pela manha e outra a tarde.

Qualquer excesso de alimento ndo consumido foi removido 2 horas ap6s a alimentacao.

3.3 Labirinto em cruz com rampa

Para analisar o comportamento tipo-ansiedade nos estagios 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 dimens0@es do labirinto adaptado para larvas foram proporcionais ao design original
o labirinto para peixes adultos conforme apresentado na figura 2. Essa adaptacdo preservou

dois bracos com rampas, dois bragos planos e uma area central (Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquematico 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 Condicdes experimentais

Para inicio das sessfes experimentais, iniciou-se 0 monitoramento do comportamento
dos animais sob o labirinto durante 5, 10 e 15 minutos para cada sessao individual de larvas e
juvenis na andlise da sensibilidade, e 10 minutos para analise de nivel de ansiedade no Estudo
l.

No Estudo 11, para larvas e juvenis, foi feito o monitoramento no LCR por 10 minutos,
e por 5 minutos para 0s animais adultos. Apés a exposicdo de cada animal ao labirinto, a &gua
deste foi substituida a fim de evitar que substancias sinalizadoras de estresse afetassem o
proximo animal a ser testado (Walsh-Monteiro et al., 2021; Carvalho et al., 2024).

As analises sob o labirinto mediram o tempo gasto nos bracos planos (ambiente
considerado protegido), bracos de rampa (aversivo) e centro, bem como o nimero de entradas
nos bragos. Para a anélise do numero de entradas, um animal foi considerado como tendo se
movido de um compartimento para outro quando dois ter¢os de seu corpo cruzavam de uma

porc¢do do aparelho para outra.
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A sala experimental contava com baixos niveis de ruido e iluminacdo de 400 lux e as
sessOes experimentais foram gravadas com cameras digitais de alta definicdo (GZ-EX210,
JVC) posicionadas perpendicularmente ao LCR. A analise dos videos foi realizada usando o
software X-plo-rat (Tejada et al., 2018). Logo apds, os dados obtidos a partir da analise dos
videos foram transcritos em planilhas do Excel 2021 (Microsoft Office 2021, Microsoft,

Estados Unidos).

3.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software SPSS Statistics versao 20.0 (IBM corp,
2010, EUA), e para producdo dos graficos, foi utilizado o GraphPad Prism Versdao 5.03
(GraphPad Software Inc., 2010, Estados Unidos).

A determinacdo 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 ndo paramétricos e adotada a ANOVA
unidirecional para dados paramétricos. O teste de Tukey foi aplicado como pds-teste.

O nivel de significancia adotado foi de 95% (p < 0,05). Nos graficos, os asteriscos
indicam diferencas estatisticas entre as porcdes do LCR, onde: * representa p < 0,05; **

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

ANALISE PARAMETRICA 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 estimulo aversivo gerado pelo LCR em comportamentos semelhantes a ansiedade.
Para realizar o estudo, um total de 240 guppies em estagio 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, aquarios
de teste com diferentes alturas de coluna de agua (1,1, 1,3, 1,5 cm) foram testados por vérias
duracGes (5, 10, 15 min) para estabelecer parametros experimentais. As medic6es incluiram o
tempo gasto nos compartimentos e as entradas nos bracos. Na fase 11, cada bra¢o do LCR foi
dividido em trés partes iguais: proximal, medial e distal. As avaliacBes incluiram o tempo em
cada parte e 0 numero de transposicdes, representando varidveis comportamentais e
locomotoras. Nossos resultados mostram que o LCR induz comportamento de evitacdo nos
bracos com rampa e aumento da exploracéo dos bracos planos. Os dados ressaltam a validade
do uso do aparelho para investigar comportamentos semelhantes a ansiedade em peixes durante
a fase de desenvolvimento.

Palavras-chave: Modelos de ansiedade, guppy, estagios 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 Il, 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.



30

4.1 Introducéo

O uso de animais ndo humanos em pesquisas pré-clinicas para entender os mecanismos
neurocomportamentais relacionados a psicopatologia da ansiedade nas ultimas décadas se
expandiu além dos tradicionais roedores ou mamiferos (Grillon et al., 2019; Kenwood et al.,
2022). Animais de outros grupos taxondmicos, como planarias (Cho et al., 2019), nematoides
(McDonough et al., 2021), caranguejos (Hamilton et al., 2016), camardes (Takahashi, 2022),
moscas-das-frutas (Meichtry et al., 2020), anfibios (Orford et al., 2022, 2023), aves (Boulay et
al., 2013; Gaston et al., 2015), lagartos (Lima-Maximino et al., 2018) e peixes (Hamilton et al.,
2021; Maximino et al., 2010), também estdo ganhando espaco em pesquisas que exploram o
comportamento semelhante a ansiedade sob diversas perspectivas.

Nesse contexto, para estudar comportamentos semelhantes a ansiedade e outros
fendmenos 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 inibitoria (Pinheiro-da-Silva et al., 2020) e agressdo (Michelotti et al., 2022), entre
outros.

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é uma das primeiras ferramentas usadas para
avaliar o comportamento semelhante a ansiedade em roedores, desenvolvido por Pellow e File
(1986). Seguindo a abordagem de adaptacdo de testes de roedores para peixes, N0sso grupo
desenvolveu uma nova versdao do LCE chamada de labirinto em cruz com rampa (LCR),
projetado para investigar comportamentos semelhantes a ansiedade em peixes.

Este refinamento melhorou significativamente a compreensdo do fendbmeno em uma
investigacdo com peixes-zebra (Danio rerio; Walsh-Monteiro et al., 2016) e com guppies

(Poecilia reticulata; Walsh-Monteiro et al., 2021). A eficacia do LCR em estudar
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comportamentos semelhantes a ansiedade em peixes foi verificada atendendo a trés critérios
de validacao: validade de face (grau de semelhanga 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 estéo relacionados ao foco pretendido de estudo; Willner, 1991).

O LCR consiste em um aquario em forma de cruz dividido em dois bragos planos e
profundos e dois bracos com rampas que sobem de uma area central até o final do braco, onde
a coluna de agua € mais rasa. Os animais, quando testados no LCR, tendem a passar mais tempo
e a entrar mais frequentemente nos bragos planos, evitando os bragos com rampa. 1sso seria
semelhante aos roedores que passam mais tempo e entram com mais frequéncia nos bracos
fechados do LCE em comparagdo com os bracos abertos (Lister, 1990; Pellow et al., 1985;
Pellow & File, 1986). Esses comportamentos de evitacdo em ambientes com maior exposicao
e risco séo classificados como respostas defensivas semelhantes a ansiedade (Blanchard &
Blanchard, 2008).

O uso de peixes em pesquisas neurocientificas e comportamentais € um campo em
constante expansdo e a maioria dos estudos ainda utiliza apenas peixes adultos. Porém, dada a
importancia de avaliar os estagios iniciais da vida e a influéncia do desenvolvimento no
comportamento das espécies, alguns estudos tém usado larvas de peixes-zebra para esse fim
(Basnet et al., 2019; Richendrfer et al., 2012; Rosa et al., 2022; Varga et al., 2018), ja que
Danio rerio € possivelmente a espécie mais utilizada para esse tipo de estudo na comunidade
cientifica.

Os guppies sdo ovoviviparos, ao contrario do zebrafish, e passam por fertilizacéo
interna (Reznick, 1990; Reznick & Bryga, 1987), o que potencialmente os torna ideais para
estudar a influéncia das exposi¢des materno-embrionarias no comportamento de sua prole.
Apesar desse potencial, os guppies tém sido relativamente pouco explorados em pesquisas

focadas em seu comportamento durante os estagios 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 analises
morfoldgicas (Pelaez Rodriguez et al., 2021).

Reconhecendo a lacuna na literatura e a falta de dados comportamentais,
particularmente em relacdo a ansiedade em guppies durante os estagios iniciais da vida, esta
pesquisa visou suprir essa necessidade. Para tanto, avaliamos a sensibilidade de larvas e juvenis
de guppies ao estimulo aversivo induzido pelo LCR, que foi adaptado ao tamanho fisico desses
animais. Este estudo busca entender o comportamento tipo-ansiedade em guppies desde 0s
primeiros estagios de vida, contribuindo assim para uma visdo mais abrangente de sua

neurobiologia.

4.2 Métodos

4.2.1 SUJEITOS

Considerando que nos estagios iniciais da vida de um guppy seu sexo ainda nao esta
definido e seus 6rgdos sexuais ainda estdo em desenvolvimento, 0 momento exato em que um
guppy juvenil comeca a manifestar seu sexo pode variar devido a fatores como temperatura da
agua, qualidade da &gua, genética e nutricdo. Em condi¢Oes ideais, 0s guppies geralmente
comecam a exibir caracteristicas sexuais distintas por volta de 2 a 3 meses de idade (Shahjahan

etal., 2014).
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Diante desses fatores, este estudo foi conduzido sem separar 0s sexos. Essa abordagem
foi necessaria para garantir a validade dos resultados e refletir a condicao 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 estagios 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 sdo sensiveis a
exposicdo 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 0s guppies em
fase larval e juvenil, aplicando variaveis de sensibilidade ao teste, de acordo com o protocolo
conduzido com animais adultos (Walsh-Monteiro et al., 2021).

A escolha das variaveis— altura da coluna de agua (1,1, 1,3, 1,5 cm) e tempo da sessao
experimental (5, 10, 15 min) — baseia-se em seu potencial de influenciar a exposic¢do e a
resposta dos guppies ao LCR. Ao verificar esses parametros, o estudo visa simular diferentes
condi¢bes ambientais e avaliar como elas afetam a sensibilidade dos guppies a exposi¢do ao

LCR (Walsh-Monteiro et al., 2021).
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A combinacéo de altura da coluna de dgua e tempo de sesséo resultou na formacdo de

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

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos para analise da sensibilidade.

Coluna d’agua Tempo de sessdo Grupos
Larvas Juvenis
5 minutos 12 12
1,1cm 10 minutos 12 12
15 minutos 12 12
5 minutos 12 12
1,3cm 10 minutos 12 12
15 minutos 12 12
5 minutos 12 12
1,5cm 10 minutos 12 12
15 minutos 12 12

4.2.2.2 Nivel de ansiedade

Apds determinar a sensibilidade de larvas e juvenis ao LCR, foi realizado um segundo
experimento para avaliar o nivel de comportamento de evitacdo em areas mais préximas ao
topo das rampas e identificar areas de preferéncia. Foram utilizados dois grupos para esta
analise. Cada braco do LCR foi dividido em trés secdes iguais—proximal, medial e distal—
em relacdo a area central (Figura 3). Os grupos de larvas e juvenis foram testados com a altura
da coluna de agua e a duracdo da sessdo determinadas na fase de estudo de sensibilidade

(Tabela 2).
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Figura 3. Divisédo dos bragos do Labirinto em Cruz com Rampa em tercos para analise do nivel
de ansiedade. Legenda: Ce = Centro; R = Rampa; P= Plano; p = proximal; m = medial; d =
distal. Fonte: Carvalho et al. (2024).

Tabela 2. Formacédo de um grupo de larvas e um grupo de juvenis (n=12) de acordo com o0s
parametros experimentais determinados na sensibilidade.

Coluna d’agua Tempo de sessao Grupos

Larvas Juvenis

1,1cm 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 diferencas nos tempos de permanéncia, com preferéncia pelos

bracos planos em relagdo aos bragos com rampa (p<0,001) ou éarea central (p<0,001). Ja as
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entradas foram preferenciais nos bracos 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).
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Figura 4. Larvas. Primeiro grafico: percentual de tempo gasto em cada compartimento de
acordo com a duracédo dos testes e a altura da camada de dgua. Segundo grafico: Numero de
entradas de acordo com a duragdo dos testes e a altura da camada de &gua. Diferencas
estatisticas significativas sdo apresentadas por simbolos entre os grupos (*** p< 0,001). Fonte:
Carvalho et al. (2024).
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Nos juvenis, exceto 0s grupos 1,3cm 5 e 10min (p<0,001), para os demais o tempo de
permanéncia maior nos bracos planos foi significativo em relacdo aos demais ambientes
(p<0,05). Assim como nas larvas, juvenis revelaram maior entrada nos bracos planos para

1,1cme 5 [F(5,541) = 3,329; p = 0,02] ou 10min [F(5,541) = 3,329; p = 0,02] (figura 5).
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Figura 5. Juvenis. Primeiro grafico: percentual de tempo gasto em cada compartimento de
acordo com a duracédo dos testes e a altura da camada de dgua. Segundo grafico: Numero de
entradas de acordo com a duragdo dos testes e a altura da camada de &gua. Diferencas
estatisticas significativas sdo apresentadas por simbolos entre os grupos (*p<0,05; ***
p<0,001). Fonte: Carvalho et al. (2024).
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4.4.2 NIVEL DE ANSIEDADE

Os resultados do grupo das larvas, foram observadas diferencas no tempo gasto nas
porc¢des distais dos bracos planos em comparagdo com as outras seis porcdes dos tercos do
LCR, [F(6,77) = 41,092, p < 0,001] (Figura 6A). O mesmo resultado foi encontrado ao analisar

0 grupo juvenil, [F(6,77) = 48,361, p < 0,001] (Figura 6B).
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Figura 6. Tempo no LCR. (A) Larvas. (B) Juvenis. Legenda: Ce = centro; R = Rampa; P =
Plano; p = proximal; m = medial; d = distal; * Indicacdo das diferencas estatisticas entre 0s
segmentos do LCR, onde (***p < 0,001). Fonte: Carvalho et al. (2024).

A avaliacdo das entradas nos bracos revelou diferencas estatisticas 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 diferencas pds-teste também foram consistentes, indicando
que o numero de entradas foi significativamente menor nas por¢des distais dos bragos, sejam
planos ou inclinados, em comparagdo com as outras por¢oes do LCR, que nédo 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; * Indicacdo das diferencas estatisticas entre 0s
segmentos do LCR, onde (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Fonte: Carvalho et al. (2024).

4.5 Discussao

Neste estudo, foi feita a adaptacdo do LCR, originalmente projetado para animais
adultos, para uma escala adequada para larvas e juvenis, sequindo um protocolo semelhante ao
descrito por Walsh-Monteiro e colaboradores (2021), levando em consideracdo a duracéo das
sessOes e a altura da coluna d'agua. Os bracos planos do LCR sdo reconhecidos como um
ambiente menos aversivo e mais seguro para os animais (Walsh-Monteiro et al., 2016, 2021),
semelhante ao comportamento observado nos bragos fechados do LCE (Lister, 1990; Pellow

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

4.5.1 SENSIBILIDADE AO APARATO

A exposicdo de larvas e juvenis de guppy ao LCR revelou um padrdo de resposta

comportamental consistente com esses estudos em todos os grupos, independentemente da
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duracéo das sessOes e das alturas da coluna d'agua, em comparag¢ao com os bracos inclinados
(ambiente aversivo) e a area central (ambiente de escolha; Figuras 4A e 5A).

No que diz respeito a analise do nimero de entradas, que considera apenas 0 nimero
total de entradas nos bracos do LCR, foi observado um maior nimero de transi¢cdes nos bracos
planos do que nos bragos com rampas. Esse padrdo foi observado apenas em grupos expostos
a uma coluna d'agua mais rasa (1,1 cm) e sujeitos a sessdes de 5 ou 10 minutos, tanto para
larvas quanto para juvenis (Figuras 4B e 5B). Sessdes com duracdo de 15 minutos ou com
colunas d'agua mais profundas (1,3 ou 1,5 cm) ndo resultaram em diferencas significativas no
numero de entradas.

Esses resultados indicam que, apesar de seu curto tempo de vida e desenvolvimento
continuo, os animais exibiram comportamento de evitacdo de riscos em relacdo ao novo
ambiente (neofobia) e uma tendéncia a autopreservacdo. Esses elementos podem indicar
vantagens para a sobrevivéncia da espécie, especialmente nas fases iniciais do
desenvolvimento, o que parece ser conservado em vertebrados (Carola et al., 2002; Carvalho
etal., 2015; File, 2001; Martin et al., 2007; Nakagawa et al., 2020; Prut & Belzung, 2003; Riehl
etal., 2011).

Nossos resultados sdo consistentes com 0 modelo de deslocamento vertical de peixes,
um procedimento experimental semelhante ao LCR, que avalia niveis de ansiedade e medo
com base na escolha do animal pelas camadas mais rasas ou mais profundas da coluna d'agua,
conforme proposto por Gerlai et al. (2000). Nesse estudo, os autores observaram uma tendéncia
dos zebrafish em escolher o fundo, classificado como uma resposta semelhante a ansiedade.
Escolher o fundo no teste de deslocamento vertical é equivalente a preferir os bracos planos no
LCR, sugerindo que pode ser um bom indicador para medir a ansiedade nesses animais.

E importante notar que os bragos com rampa sdo considerados os ambientes mais

aversivos, especialmente nas areas mais distantes da zona central, onde a coluna d'agua é mais
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rasa. Estudos com outros modelos de peixes mostraram que os individuos demonstram
preferéncia por ambientes menos aversivos, evitando areas 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 sdo sensiveis ao LCR, mantendo a estabilidade da resposta comportamental na coluna
de 1,1cm e 10 minutos de tempo de sessdo, 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 NIVEL DE ANSIEDADE

Uma vez estabelecida a sensibilidade dos animais ao LCR com uma coluna d'agua de
1,1 cm em sessdes experimentais de 10 minutos no estudo anterior, esta nova analise que divide
os bracos do aparato em tercos revelou que tanto as larvas (o segundo estagio de
desenvolvimento e o primeiro da vida) quanto os juvenis (estagio intermediario de
desenvolvimento) apresentaram uma clara resposta ansiogénica.

Em ambos os grupos, o maior tempo foi gasto no terco distal dos bracos planos (Figura
6). Considerando os bra¢cos planos como 0s mais seguros e sua por¢ao distal como a menos
exposta, o comportamento semelhante a ansiedade manifestado por larvas e juvenis é evidente.
Esses resultados sdo equivalentes aos observados por Walsh-Monteiro et al. (2021) para
guppies adultos.

J& a andlise da atividade motora de larvas e juvenis também revelou evitacdo nas
porcdes distais dos bracos em quantidade numérica (Figura 7). Para os bracos com rampas,

associados a um menor tempo gasto, observa-se o efeito de evitar esses ambientes de maior
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risco. Ja para os bragos planos, ocorreram menos entradas, justificado pelo maior tempo gasto
neles, indicando resposta de autopreservacao.

As manifestacbes comportamentais nesses estagios iniciais de desenvolvimento
levantam questdes sobre a origem e a base neurobioldgica desse comportamento, bem como
suas implicacBes para a adaptacdo e sobrevivéncia da espécie em ambientes diversos. No
estudo de Colwill & Creton (2011), os autores exploram como larvas de zebrafish respondem
a estimulos aversivos ou estressantes e como escolhem nadar em diferentes camadas de dgua
para evitar ou escapar de situacoes desafiadoras.

Além disso, neste estudo, é importante considerar a possibilidade de que a menor
exploracdo das por¢des mais extremas do LCR por larvas e juvenis possa estar relacionada a
uma menor capacidade de confrontar situacGes potencialmente aversivas. 1sso considerando
que, nos estagios iniciais de desenvolvimento, as mudancas fisiologicas na bexiga natatoria
podem influenciar nos primeiros comportamentos coordenados exibidos por esses animais apos
0 nascimento.

Na auséncia da bexiga natatoria ou durante os estagios anteriores a sua maturacao,
como nas larvas, o desempenho de comportamentos como alimentacdo, flutuacdo, evasdo de
predadores e a inclinacdo para buscar ambientes familiares e seguros pode desempenhar um
papel fundamental na sobrevivéncia dos organismos em um ambiente potencialmente hostil
(Colwill & Creton, 2011; Lindsey et al., 2010).

A comparacdo das entradas nos bracos com os adultos em estudos anteriores, como
zebrafish (Walsh-Monteiro et al., 2016) e guppies machos e fémeas (Walsh-Monteiro et al.,
2021), mostra que larvas e juvenis sao aproximadamente cinco vezes mais ativos no LCR. Essa
atividade aumentada pode indicar um estadgio de desenvolvimento mais energético e
exploratdrio, caracteristico dos primeiros estagios de vida em muitos grupos taxonémicos

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

Este estudo enfatiza a necessidade de investigacbes futuras para explorar 0s
mecanismos subjacentes ao comportamento semelhante a ansiedade em larvas e juvenis de
guppy. Ele demonstra que os guppies exibem respostas semelhantes ao LCR ao longo de suas
vidas, desde o estagio larval até o estagio juvenil. Essas informagcfes 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 padrdo comportamental consistente
durante o desenvolvimento desses animais, levantando a possibilidade de que o comportamento
semelhante & ansiedade possa ter uma origem inata. E importante notar que as diferencas
encontradas no comportamento ansioso entre larvas e juvenis neste estudo podem estar
relacionadas a fatores hormonais, neurobiol6gicos e ambientais.

Naturalmente, ocorrem mudangas nos sistemas nervoso e enddcrino durante o
desenvolvimento, influenciando o desenvolvimento geral do animal. Além disso, diferencas
nas condicdes do habitat e nas interacBes sociais também podem desempenhar um papel
significativo na variacdo do comportamento ansioso ao longo dos estagios de vida desses
peixes (Shahjahan et al., 2014).

Finalmente, este trabalho prop6s o uso de guppies mais jovens expostos ao LCR para
trazer novas perspectivas sobre a génese das manifestaces comportamentais semelhantes a

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

AVALIACAO DO IMPACTO DIFERENCIAL DO ALCOOL E DA CAFEINA NO
COMPORTAMENTO TIPO-ANSIEDADE EM DIFERENTES ESTAGIOS 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 concentracdes de alcool e cafeina no
comportamento de guppies larvais, juvenis e adultos usando o labirinto em cruz com rampa
(LCR), um aquério em forma de cruz projetado para induzir comportamento semelhante a
ansiedade em peixes. Os animais testados neste aparelho mostram uma preferéncia pelos bracos
planos em vez da area central e bragos rampeados. Neste experimento, 336 guppies foram
expostos a concentracdes de 0,5, 1 e 2% de alcool e 2,5, 5 e 10 mg de cafeina por exposicédo de
5 minutos a agua, formando grupos de n = 12 para cada dose e um grupo controle.
Imediatamente apos as exposicdes, cada animal foi testado no LCR por 10 minutos, registrando
0 tempo gasto em cada area (medicdo de ansiedade) e 0 nimero de entradas de braco (atividade
locomotora). Considerando o padrdo de amostragem, os testes de Kruskal-Wallis, ANOVA de
uma via foram usados, e o teste de Tukey foi adotado como pds-teste. O nivel de significancia
adotado foi de 95% (p < 0,05). Nossos resultados mostram como essas substancias foram
capazes de modular o comportamento do tipo ansiedade em guppies nos trés estagios de vida,
dependendo da dose e do sexo. Esses resultados reforcam o uso de guppies e validam seu uso
para pesquisas relacionadas ao efeito de substancias na resposta do tipo ansiedade.

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

1 Comprovante de submissdo 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 & Neuroscience!

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 Introducao

Os transtornos de ansiedade estédo entre as psicopatologias mais prevalentes no mundo,
afetando milhGes de pessoas e prejudicando significativamente a qualidade de vida (Spytska,
2024; Kikas et al., 2024). Nos ultimos anos, houve um aumento consideravel no numero de
criancas e adolescentes diagnosticados com estes transtornos, destacando esses grupos como
aqueles mais afetados por problemas de satde mental (Kowalchuk et al., 2022; Salari et al.,
2024).

Esse aumento reflete ndo apenas mudancas no estilo de vida e pressdes sociais, mas
também o crescente impacto de fatores como o uso excessivo de tecnologia, midia 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 conscientizacdo sobre saude mental
contribuiu para a identificacdo mais precoce dos sintomas, embora abordar o transtorno em
faixas etarias mais vulneraveis continue sendo um desafio significativo (Dickson et al., 2022;
Spytska, 2024).

O uso de substancias psicotrépicas € particularmente preocupante no surgimento de
transtornos de ansiedade entre adolescentes, devido a maior vulnerabilidade nessa faixa etaria,
pois seu sistema nervoso ainda estd em desenvolvimento (Lees et al., 2020; Albaugh et al.,
2021; Scattolin et al., 2022). Essas substancias podem causar alteracfes neurofisiologicas
simultaneas, afetando tanto os estados emocionais quanto o comportamento (Carlezon &
Korandi, 2004; Lowry et al., 2005; Abrams et al., 2005; Lawther et al., 2015). Este cenario
ressalta a necessidade urgente de estratégias especificas de prevencéo e tratamento, adaptadas
as caracteristicas e necessidades desses jovens.

Alcool e cafeina estdo entre as substancias que afetam o sistema nervoso central (SNC)

e produzem efeitos na ansiedade. Além disso, dependendo da idade do individuo, podem causar
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alteracdes permanentes no neurodesenvolvimento dessa resposta emocional (Gulick & Gould,
2009; Clayman & Connaughton, 2022; D'Urso et al., 2024).

O alcool é classificado como um psicotrépico depressivo, e sua relagdo com o
comportamento ansioso pode ocorrer devido a sua agdo nos neurotransmissores GABA e
glutamato (Van Skike et al., 2015). Inicialmente, ele induz relaxamento, comportamento
desinibido com efeito ansiolitico, e em concentracdes mais elevadas, observa-se efeito
depressivo (Blanchard et al., 1993; Ipser et al., 2015; Aquino et al., 2024).

A cafeina, um psicotropico estimulante, aumenta o estado de alerta e melhora o
desempenho fisico e mental. Sua acdo primaria € bloguear os receptores de adenosina, que
normalmente reduzem a atividade neuronal e promovem a sonoléncia. Ao inibir esses
receptores, a cafeina aumenta a atividade excitatoria (Fiani et al., 2021). No entanto, em doses
mais altas, a cafeina pode intensificar a resposta ansiosa, levando ao nervosismo, aumento da
frequéncia cardiaca e sensa¢fes como medo (Maeda et al., 2021; Fiani et al., 2021; Klevebrant
& Frick, 2022).

Na pesquisa, 0 uso de modelos animais é essencial para investigar como o uso dessas
substéancias durante a infancia ou adolescéncia influenciam no desenvolvimento de transtornos
de ansiedade, fornecendo avaliagbes pré-clinicas essenciais que replicam alteracdes
neurogquimicas e comportamentais como aquelas observadas com humanos.

O comportamento semelhante a ansiedade observado em modelos animais € baseado
na hipotese de que outros animais possuem uma resposta adaptativa a situacfes perigosas,
consistente com os tracos 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 investigacdo dos efeitos de substancias farmacoldgicas no desenvolvimento.
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Tais estudos tém fornecido dados consistentes, em linha com achados de modelos classicos 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 neurociéncia
comportamental. Sua similaridade com mamiferos em termos de neurodesenvolvimento e
organizacdo funcional cerebral (Bovenkerk & Kaldewaij, 2015; Cabrera-Alvarez et al., 2017;
Montalbano et al., 2023; Rétaux & Yamamoto, 2024) o torna um modelo valioso. Além disso,
estudos mostraram que 0s guppies exibem comportamentos semelhantes a ansiedade desde 0s
estagios larval e juvenil (Carvalho et al., 2024), persistindo na idade adulta (Walsh-Monteiro
etal., 2014; 2021; Xu et al., 2023; Zhang et al., 2023).

A maioria dos estudos que investigam os efeitos de substancias psicotrdpicas em
guppies concentra-se em aspectos comportamentais, como comportamentos antipredatérios,
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 substancias no desenvolvimento do comportamento tipo-ansiedade em guppies
desde as primeiras fases da vida.

Dada esta lacuna, e com o objetivo de reforcar a validade dos guppies em estudos de
desenvolvimento, esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos agudos do alcool e da
cafeina no comportamento ansioso em guppies nos estagios 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 visdo a mais de possiveis mecanismos do
neurodesenvolvimento envolvidos na manifestagédo do comportamento tipo-ansiedade desde 0s
primeiros momentos da vida, estabelecendo o guppy como uma espécie modelo alternativa

para futuras investigacOes sobre o0s 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
ultimos separados por sexo. Considerando que nos estagios iniciais de vida (larval e juvenil),
0 sexo dos guppies ainda ndo estd definido, e seus Orgdos sexuais ainda estdo em
desenvolvimento, este estudo foi conduzido sem separar 0s sexos dos animais nos estagios

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

5.2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram formados sete grupos para cada faixa etaria e sexo. Os sete grupos foram
divididos da seguinte forma: trés grupos para cada dose de alcool (Ethyl Alcohol P.A. Synth,
Brasil; 0,5%, 1% e 2%); trés grupos para cada dose de cafeina (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 fémeas (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo dos grupos para analise dos efeitos de alcool e cafeina em guppies.

Grupos Exposicéo Coluna d’agua e Tempo
farmacologica de sesséo
hidrica

Larvas controle (n=12)
Larvas Alcool 0,5% (n=12)
Larvas Alcool 1% (n=12)
Larvas Alcool 2% (n=12) 5 minutos 1,1cm-10minutos
Larvas Cafeina 2,5mg (n=12)
Larvas Cafeina 5mg (n=12)
Larvas Cafeina 10mg (n=12)
Juvenis controle (n=12)
Juvenis Alcool 0,5% (n=12)
Juvenis Alcool 1% (n=12)
Juvenis Alcool 2% (n=12) 5 minutos 1,1cm-10minutos
Juvenis Cafeina 2,5mg (n=12)
Juvenis Cafeina 5mg (n=12)
Juvenis Cafeina 10mg (n=12)
Machos controle (n=12)
Machos Alcool 0,5% (n=12)
Machos Alcool 1% (n=12)
Machos Alcool 2% (n=12) 5 minutos 8cm-5minutos
Machos Cafeina 2,5mg (n=12)
Machos Cafeina 5mg (n=12)
Machos Cafeina 10mg (n=12)

Fémeas controle (n=12)
Fémeas Alcool 0,5% (n=12)
Fémeas Alcool 1% (n=12)
Fémeas Alcool 2% (n=12) 5 minutos 8cm-5minutos
Fémeas Cafeina 2,5mg (n=12)
Fémeas Cafeina 5mg (n=12)
Fémeas Cafeina 10mg (n=12)

5.2.2.1 ExposigOes farmacoldgicas

Os grupos foram expostos ao alcool ou cafeina diluidos em agua (Magno et al., 2015).
As trés concentragdes de cada substéncia foram diluidas individualmente em 500 mL de agua

previamente tratada e filtrada em laboratorio, utilizando um frasco reagente de vidro incolor.
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O pH de cada solucao foi entdo ajustado para 7 £ 0,2, e a temperatura foi mantida em 27 + 1
°C. Posteriormente, 200 mL de cada solucdo diluida foram transferidos para béqueres de vidro,
onde os animais dos respectivos grupos foram colocados e expostos por 5 minutos.

As doses de alcool e cafeina foram ajustadas de acordo com o peso e tamanho dos
animais, garantindo que as concentracfes utilizadas em cada faixa etaria fossem proporcionais
as suas caracteristicas fisicas. Isso permitiu uma comparacdo adequada dos efeitos das
substancias em diferentes estagios de desenvolvimento, considerando as varia¢ées no tamanho

corporal entre as fases.

5.3 Resultados

5.3.1 EFEITOS DO ALCOOL

As exposicOes alcoolicas nas larvas apresentaram diferencas quanto ao tempo de
permanéncia nos bracos 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 pds-teste indicou diferencas para o grupo
tratado com 2% de alcool, mostrando que 0s animais que receberam essa dose passaram
significativamente menos tempo nos bracgos planos e bragos com rampa em comparac¢ao a todos
0s grupos para o tempo no plano (p<0,05) e para 0s grupos 0.5% e 1% nas rampas (p<0,05).
Nenhuma diferenca foi encontrada no tempo de permanéncia no centro (Figura 8A).

Para 0 numero de entradas nos bragos, os resultados mostraram diferencas 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 pobs-teste indicou que o grupo tratado com 2% teve um menor
namero de entradas nos bragos planos e bracos 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).
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Figura 8. Larvas de guppies expostas ao alcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) NUumero de entradas em cada compartimento. Diferengas estatisticas
significativas sdo apresentadas por simbolos entre os grupos (* p<0,05).

As exposicdes alcoolicas nos juvenis revelaram diferencas quanto ao tempo de
permanéncia nos bragos 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 &lcool. O resultado do pds-teste revelou um menor tempo de permanéncia 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 relacdo ao
grupo 1% e controle (p<0,05). Ainda, o pos-teste relevou que o grupo que recebeu o tratamento
com a dose de 0.5% passou mais tempo nos bracos planos (p=0,042) e menos tempo nos bragos
com rampa (p<0,05) comparado com o grupo controle (Figura 9A).

Quanto ao tempo de permanéncia no centro, o pds-teste indicou um maior tempo gasto
para 0 grupo que recebeu o tratamento com a dose de 2% comparada com todos 0s outros

grupos (p<0,05) (Figura 9A).
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Com relacdo ao numero de entradas nos bragos, os juvenis tratados com o alcool
apresentaram diferencas para as entradas nos bracos planos [H(3,44)=30,663; p<0,001] e
bracos com rampas [H(3,44)=28,790; p<0,001]. O pds-teste indicou uma reducéo significativa
no numero de transposicOes, tanto nos bracos planos quanto nas rampas, para 0 grupo que
recebeu o tratamento com a dose de 2% comparado com 0s demais grupos de tratamento e

grupo controle (p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 9. Guppies juvenis expostos ao alcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) NUumero de entradas em cada compartimento. Diferengas estatisticas
significativas sdo apresentadas por simbolos entre os grupos (* p<0,05, *** p<0,001).

As exposicdes ao alcool em guppies machos adultos ndo revelaram diferencas quanto
ao tempo gasto nos bracos planos, bragos com rampa e centro (Figura 10A). Entretanto, quanto
ao numero de entradas, foram encontradas diferencas para o nimero de transposi¢des nos
bracos planos [H(3,44)=18,725; p<0,001] e bragcos com rampa [H(3,44)=18,354; p<0,001]. O
pos-teste indicou reducdo no nimero das entradas nos bragos 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 nimero de transposi¢es nos planos e rampas apenas com relacdo ao

grupo que recebeu a dose de 0,5% (p<0,05) (Figura 10B).
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Figura 10. Guppies machos expostos ao alcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) NUumero de entradas em cada compartimento. Diferengas estatisticas
significativas sdo representadas por simbolos entre os grupos (* p<0,05).

As fémeas de guppies tratadas com alcool também ndo apresentaram diferencas quanto
ao tempo de permanéncia nos bracos planos, bracos com rampa e centro (Figura 11A).
Entretanto, para o numero de entradas nos bracos foram encontradas diferencas quanto ao
numero de passagens para os bragos planos [F(3,44)= 15,688; p<0,001] e bragos com rampa
[H(3,44)=9,607; p=0,022] (Figura 11B).

O pos-teste indicou que, comparado ao grupo controle, 0s grupos que receberam as
diferentes concentracGes alcodlicas apresentaram redugdo quanto ao nimero de entradas nos
bragos 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% o0s grupos 1% (p=0,011) e 2% (p=0,046)
apresentaram um menor nimero de entradas. Quanto as entradas nos bragos com rampa, apenas
uma reducdo no ndmero de entradas para o grupo 1% comparado ao grupo controle foi

observada (p<0,05) (Figura 11B).
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Figura 11. Guppies fémeas expostas ao alcool (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) NUumero de entradas em cada compartimento. Diferengas estatisticas
significativas sdo representadas por simbolos entre os grupos (*p<0,05, *** p<0,001).

5.3.2 EFEITOS DA CAFEINA

Os resultados do tratamento das larvas a cafeina ndo mostraram diferencas quanto ao
tempo gasto nos bragos planos e bragos com rampa do labirinto. Contudo, foram encontradas
diferencas quanto ao tempo gasto no compartimento central [H(3,44)=20,453; p<0,001],
indicando no pés-teste uma reducdo do tempo gasto no centro para 0 grupo que recebeu a dose
de 5mg comparada com o grupo de 2,5mg, 10mg e grupo controle (p<0,05) (Figura 12A).

N&o houve diferencas quanto ao nimero de entradas nos bracgos para as larvas expostas

a cafeina (Figura 12B).
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Figura 12. Larvas de guppies expostas a cafeina (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) NUumero de entradas em cada compartimento. Diferengas estatisticas
significativas sdo apresentadas por simbolos entre os grupos (*p<0,05).

Os resultados dos juvenis expostos a cafeina apresentaram diferencas quanto ao tempo
de permanéncia nos bracos planos [H(3,44)=36,571; p<0,001], bracos com rampa
[H(3,44)=37,076; p<0,001] e centro [H(3,44)=11,716; p= 0,008]. No pos-teste foi observado
um maior tempo de permanéncia nos bracos planos para o grupo que recebeu o tratamento da
dose de 10mg comparado com o grupo controle (p<0,05) e 0 grupo que recebeu a dose de
2,5mg (p<0,05). O grupo tratado com 5mg apresentou um maior tempo de permanéncia nos
bracos planos apenas comparado com o grupo 2,5mg (p<0,05) (Figura 13A).

Quanto ao tempo de permanéncia nos bracos com rampa, 0 pds-teste mostrou que 0s
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 ultimo também apresentou um maior tempo gasto nas rampas com relacdo ao
grupo 5mg (p<0,05). Ja 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 0 nimero de entradas nos bracos, o pds-teste mostrou um maior numero de
transposicOes nos bracos planos e bragos com rampa para 0s juvenis que receberam a dose de
2,5mg comparados com todos os grupos de tratamento e controle (p<0,05). O aumento no
numero de entradas nos bragos observado para a dose de 2.5mg foi seguido de uma diminuicao
para o0 grupo controle, para o grupo de 5mg e um nimero ainda menor para o grupo de 10mg
(p<0,05). Em ambos 0s bragos, 0 grupo que recebeu o tratamento com a dose de 10mg de

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

(Figura 13B).
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Figura 13. Guppies juvenis expostos a cafeina. (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) Numero de entradas em cada compartimento. Diferencas estatisticas
significativas sdo representadas por simbolos entre os grupos (* p<0,05).

Os resultados referentes ao tempo de permanéncia dos compartimentos do PMR para
machos adultos ndo apresentaram diferencas significantes (Figura 14A). Contudo, quanto ao
numero de entradas, somente nas entradas nos bracos planos foram encontradas diferencas
[H(3,44)=13,224; p=0,004]. O pos-teste indicou que apenas 0s grupos tratados com cafeina nas

doses de 5mg e 10mg apresentaram reducdo no nimero de entradas nos bracos planos quando
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comparados com o grupo controle (p<0,05). N&o foram encontradas diferencas com relagédo ao

numero de entradas nas rampas (Figura 14B).
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Figura 14. Guppies machos expostos a cafeina. (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) NUumero de entradas em cada compartimento. Diferengas estatisticas
significativas sdo representadas por simbolos entre os grupos (* p<0,05).

Paras as fémeas, as diferencas encontradas no tempo de permanéncia nos
compartimentos foram apenas em relacdo ao tempo gasto nos bracos planos [H(3,44)=10,607;
p=0,014], e no centro [F(3,44)=4,631; p<0,007]. Nas rampas ndo foram encontradas diferencas
significativas. O pos-teste indicou um aumento no tempo de permanéncia nos bracos planos
para 0s grupos tratados com as doses de 2,5mg e 5mg comparadas com o0 grupo controle
(p=0,013). Para o tempo no centro, foram observadas apenas para €sses mesmos grupos
tratados, uma reducdo no tempo de permanéncia comparado com o grupo controle (p=0,016)
(Figura 15A).

Quanto ao numero de entradas, as fémeas tratadas com cafeina apresentaram diferencas
para numero de passagens nos bracos planos [F(3,44)=8,172; p<0,001] e nos bragcos com rampa
[F(3,44)=3,85; p<0,016]. O pds teste mostrou que comparados ao grupo controle, 0s grupos

tratados com cafeina apresentaram reducdo no numero de transposicdes, 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, reducdo no nimero de

entradas para 0s grupos 2,5mg (p=0,028) e 10mg (p=0,038) (Figura 15B).
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Figura 15. Guppies fémeas expostas a cafeina. (A) porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento. (B) Numero de entradas em cada compartimento. Diferencas estatisticas
significativas sdo representadas por simbolos entre os grupos (*p<0,05; **p<0,01; ***
p<0,001).

5.4 Discussao

5.4.1 EFEITOS DO ALCOOL

Nossos resultados mostraram que doses menores de &lcool induziram uma resposta
desinibida em larvas e juvenis no LCR, demonstrada pelo aumento do tempo gasto em bragos
de rampa em comparacao aos bracos planos. Esse padrdo comportamental exibido no labirinto
sugere que em doses menores, 0 alcool tem um efeito estimulante na exploragdo ambiental,

com um efeito ansiolitico aparente (Zhang et al., 2007).
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Especificamente em larvas, observamos que a dose de 1% teve a influéncia mais
significativa na atividade locomotora, com um maior nimero de transi¢cGes entre 0s bracos,
favorecendo as rampas. Em juvenis, a dose de 0,5% resultou em um maior nimero de
cruzamentos entre os bracos e, a medida que as doses aumentaram, o nimero dessas transicoes
diminuiu. Esses resultados sdo como estudos que mostram que em roedores, o efeito inicial do
alcool causa uma maior propensdo a exploracdo e menos aversdo 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 exploracdo nos bragos mais aversivos
do LCE estaria associado a reducdo dos niveis de ansiedade em roedores. Comparando 0s
resultados obtidos em larvas e guppies juvenis quanto ao tempo e nimero de entradas nas
rampas do LCR, nota-se que o alcool causou um efeito desinibido em concentracGes mais
baixas, enquanto em concentracdes mais altas resultou em uma reducdo no tempo gasto e nas
entradas em geral.

O efeito desinibido causado pelo alcool em concentracGes mais baixas observado em
larvas e juvenis, sugere que as vias GABAérgicas podem estar se desenvolvendo nessas idades.
Considerando que o alcool atua como um agonista do receptor GABAA, intensificando a
atividade inibitdria, resultando em uma diminuicdo do comportamento ansioso. Em contraste,
com o aumento das doses, a funcdo glutamatérgica pode ter sido suprimida, potencializando 0s
efeitos inibitorios 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 percepg¢do ambiental, indicando um efeito como intoxicacdo. Esses efeitos
observados sdo caracteristicos de exposi¢cdes ao alcool em animais submetidos a estudos

comportamentais relacionados a ansiedade: o comportamento exploratério aumenta até uma
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dose intermediaria e depois diminui, indicando intoxicacgdo (Rico et al., 2007; Araujo-Silva et
al., 2018).

Em guppies adultos, ndo foram encontradas diferencas no tempo gasto nos
compartimentos LCR para as doses administradas, possivelmente devido a maturidade dos
animais e maior tolerancia ao alcool (Walsh-Monteiro et al., 2021). No entanto, machos e
fémeas exibiram apenas respostas locomotoras, evidenciadas pelo numero de entradas nos
bracos (Figuras 4 e 5).

Observamos que para 0s machos, o numero de entradas aumentou conforme a
concentracdo de alcool aumentou, enquanto para as fémeas, ocorreu 0 oposto, com menos
cruzamentos em doses mais altas. Esse dimorfismo comportamental sugere que a resposta ao
alcool também é dependente do sexo, onde 0 aumento da concentracédo de alcool resultou em
maior deambulacdo nos machos, enquanto nas fémeas, a resposta motora foi inversamente
afetada, diminuindo com o aumento da dose.

Essa diferenca sexual no comportamento € justificada pela ecologia dos guppies, onde
0s machos assumem o papel de exploradores enquanto as fémeas permanecem mais associadas
ao fundo e ao habitat. Assim, 0s machos sdo mais propensos a explorar o ambiente em busca
de parceiros e recursos, incluindo areas proximas a superficie (Walsh-Monteiro et al., 2021).

Estudos que investigam os efeitos especificos do alcool no comportamento em modelos
de peixes e roedores sugerem que em cada via, 0 mecanismo de acao pode depender da idade,
linhagem, sexo, concentracdo administrada e tempo (Clayman & Connaughton, 2022;
Montalbano et al., 2023). Apesar do curto tempo de vida e desenvolvimento continuo, 0s
guppies naturalmente apresentam comportamentos de evitacdo de risco em relagéo ao novo
ambiente (neofobia), manifestando uma tendéncia a autopreservacao (Walsh-Monteiro et al.,

2021; Carvalho et al., 2024).
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Esses comportamentos proporcionam vantagens adaptativas para a sobrevivéncia de
uma espeécie, principalmente durante os estagios iniciais de desenvolvimento, apresentando-se
como um mecanismo conservado entre os vertebrados (Clayman & Connaughton, 2022;
Montalbano et al., 2023). Esses dados sugerem que o alcool foi capaz de interferir nos
mecanismos de avaliacdo de risco e autopreservacdo de guppies larvais e juvenis,
comprometendo sua capacidade de responder adequadamente ao estimulo aversivo induzido
pelo LCR (Carvalho et al., 2024), indicando que nessas fases o0 sistema nervoso é mais sensivel
a substancia.

Esses dados corroboram o entendimento de como o uso/abuso de bebidas alcodlicas por
criancas ou adolescentes pode ser prejudicial ao desenvolvimento e maturacdo do sistema
nervoso, uma vez que nessas fases da vida o cérebro ainda estd em processo de maturacao,
principalmente nas regides envolvidas no controle de impulsos, tomada de decisdo e
processamento de recompensas, como o cortex pré-frontal (Karoly et al., 2024).

Essa imaturidade torna esses individuos mais vulneraveis aos efeitos do alcool, pois
apresentam menor capacidade de regular comportamentos impulsivos e resistir as pressdes

sociais para consumir essas substancias (Lees et al., 2020).

5.4.2 EFEITOS DA CAFEINA

Em larvas, os grupos tratados com diferentes doses de cafeina ndo apresentaram
diferencas no tempo gasto nos bragos planos ou nos bracos de rampa. As diferengas observadas
foram limitadas ao tempo gasto no centro do labirinto, sem impacto no nimero de entradas e
sem efeitos aparentes no comportamento do tipo ansiedade (Figura 6). Em guppies juvenis, no
entanto, encontramos diferengas quanto ao tempo gasto nos bragos e no compartimento central

(Figura 7A).
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Os juvenis expostos a doses maiores de cafeina mostraram preferéncia pelos bracos
planos, enquanto aqueles expostos a doses menores preferiram os bracos de rampa. Esses
resultados indicam um efeito ansiogénico dose-dependente da cafeina manifestado no LCR,
onde sob o efeito estimulante, esses animais passam mais tempo no ambiente considerado mais
aversivo (rampas). Com o aumento da dose, 0 comportamento ansiogénico foi manifestado,
onde eles tenderam a evitar esses espacgos (Figura 7A).

Combinados com a analise do nimero de entradas nos bracos, nossos resultados
revelaram que os juvenis que receberam a maior dose de cafeina (10 mg) tiveram sua atividade
locomotora significativamente reduzida, permanecendo principalmente nos bracos planos. Em
contraste, nos grupos que receberam doses intermediarias (5 mg) e menores (2,5 mg), 0s
animais ndo apenas passaram mais tempo nas rampas, mas também exploraram mais (Figuras
7AB).

Como antagonista da adenosina, a cafeina impede que o neurotransmissor se ligue aos
seus receptores (Al e A2A, principalmente) e, assim, o efeito sedativo tipico ndo ocorre,
levando o animal a ficar mais estimulado (Ruiz-Medina et al., 2013; Neri et al., 2019). Esse
bloqueio adenosinérgico induzido pela cafeina aumenta a liberacdo de dopamina no cértex 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 cafeina exibe um aumento na resposta ansiosa, observada no aumento
do tempo gasto nos bracos planos do labirinto, como o que ocorre em ratos que passam mais
tempo nos bragos fechados do LCE (Lister, 1990). Essa resposta ansiogénica também é
identificada em zebrafish testados no aquario claro-escuro (Maximino et al., 2011) e no teste
de tanque novo (Egan et al., 2009).

Embora o comportamento de "freezing" ndo tenha sido um parametro analisado neste

estudo, o efeito observado para a dose mais alta se assemelha a esse fendbmeno, comum em
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peixes que permanecem parados no fundo do aquario ou em areas mais escuras quando estéo
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
bracos fechados e mostrando atividade locomotora reduzida (Hilton et al., 2023). Esses
achados corroboram nossos resultados, onde os juvenis expostos a dose de 10 mg exibiram
uma resposta mais pronunciada do tipo ansiedade

Em animais adultos (Figuras 8 e 9), a exposicdo a cafeina resultou em uma reducao
significativa na atividade locomotora em machos e fémeas, independentemente da dose
administrada. No entanto, um aumento no tempo gasto nos bracos planos do labirinto foi
observado em fémeas, sugerindo uma possivel diferenca na sensibilidade ao estimulo entre os
sexos, como o que foi observado nos resultados encontrados com alcool.

Essas descobertas indicam que a cafeina exerce efeitos complexos e dependentes da
dose em comportamentos locomotores e de ansiedade em guppies, com respostas variando de
acordo com o estagio de desenvolvimento e sexo dos animais. Enquanto as larvas ndo exibiram
modulacéo especifica do comportamento tipo-ansiedade, 0s juvenis exibiram o comportamento
de forma mais proeminente nas doses usadas neste estudo. Em adultos, uma reducdo na
atividade locomotora foi observada, particularmente em fémeas, que mostraram maior
sensibilidade ao estimulo em termos de tempo gasto nos bragos abertos.

Esses resultados destacam a importancia de considerar o estagio de desenvolvimento e
0 sexo ao avaliar os efeitos de substancias psicoativas e sugerem gue 0S circuitos neurais
associados ao comportamento semelhante a ansiedade podem ser funcionalmente imaturos
durante os primeiros estagios da vida (Trindade et al., 2024).

A dependéncia da dose dos efeitos ressalta a relevancia de parametros experimentais

precisos em estudos farmacologicos. Finalmente, a validagdo de guppies como um modelo
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animal para investigar diferencas inter-idade e intersexo no comportamento semelhante a

ansiedade aumenta seu potencial para pesquisa neurobioldgica e translacional.

5.5 Conclusao

Este estudo investigou os efeitos do alcool e da cafeina no comportamento ansioso em
diferentes estagios de desenvolvimento de guppies usando o teste do labirinto em cruz com
rampa. Nossos resultados complementam a validade preditiva do modelo na avaliacdo dos
efeitos farmacoldgicos dessas duas substancias sobre comportamento ansioso (Carvalho et al.,
2024).

O uso de guppies em pesquisas oferece vantagens nao apenas pelo facil manuseio e
baixo custo, mas também porque, ao longo do desenvolvimento — da fase larval até a fase
adulta — os guppies apresentam mudancas significativas na organizacdo do circuito neural,
como a maturacgdo das vias GABAérgica e dopaminérgica, que estdo envolvidas na modulacao
de respostas comportamentais associadas a ansiedade, conservadas entre mamiferos, incluindo
humanos (Araujo-Silva et al., 2018; Clayman & Connaughton, 2022).

Essas caracteristicas permitiram explorar o impacto de substancias psicotrépicas, como
alcool e cafeina, em diferentes estadgios de maturacdo do sistema nervoso em uma espécie
modelo de facil manuseio e rapido desenvolvimento, a0 mesmo tempo em gque examinam
potenciais diferencas relacionadas ao sexo na idade adulta.

Tanto o alcool quanto a cafeina modularam respostas comportamentais associadas ao
comportamento tipo-ansiedade em guppies dentro do teste LCR, destacando a importancia de
considerar a dose e 0 estagio de desenvolvimento ao avaliar seus efeitos, uma vez que os efeitos
variam de acordo com a idade. O alcool causou um efeito inicial sugestivo de propriedades

ansioliticas, causando maior desinibicdo e em altas doses causou um estado depressivo como
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embriaguez em larvas e juvenis. A cafeina em baixas doses causou um efeito estimulante e em
altas doses um efeito ansiogénico foi observado mais evidente apenas em juvenis.

Esses achados fornecem novos dados para o estudo do desenvolvimento usando
guppies, mostrando que durante o estagio larval, 0s guppies apresentam respostas menos
definidas aos efeitos da cafeina, sugerindo que os circuitos neurais associados ao mecanismo
de acdo da substancia ainda sdo funcionalmente imaturos.

Por outro lado, entre 2-3 semanas ap0s o0 nascimento, quando 0s guppies séo juvenis,
ja é possivel observar comportamentos mais complexos, como a escolha de locais mais seguros
(Savasgi et al., 2021), mesmo sob o efeito da cafeina, o que indica progresso na maturagdo do
sistema nervoso e respostas comportamentais mais evidentes aos efeitos das concentractes
desta substancia.

Na fase adulta, os animais apresentam um sistema nervoso maduro, e o alcool e a
cafeina ndo apresentam efeitos significativos na resposta de ansiedade, apenas na locomocao,
sugerindo que a sensibilidade dos guppies a essas substancias pode mudar com a maturacéo
completa do sistema nervoso, exigindo novas abordagens experimentais, como ajustes nas
concentracgdes testadas, para elucidar completamente os mecanismos envolvidos.

Em resumo, este estudou forneceu novas evidéncias que reforcam e ampliam a
validacdo dos guppies como um modelo translacional para estudos de farmacologia
neurodesenvolvimental e comportamental, destacando sua utilidade na investigacdo de
alteracBes comportamentais induzidas por substancias psicoativas em diferentes estagios de

maturacao neural.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nos dois estudos desta pesquisa, as analises paramétricas no Labirinto em Cruz com
Rampa (LCR) de larvas e juvenis de guppies e anlise do efeito de drogas indicam a espécie
como um modelo alternativo valido para a pesquisa sobre o desenvolvimento e comportamento
durante os primeiros estagios 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 precisdo dos dados,
considerando as adaptacdes no tamanho do aparato, altura da coluna d'agua e duracdo das
sessOes de teste. Essas adequacGes permitiram a mensuracdo das caracteristicas
comportamentais associadas a ansiedade em larvas e juvenis de guppies.

Os resultados mostraram que as larvas e juvenis expostos ao LCR manifestaram
preferéncia pelos bracos planos, em comparacdo aos bracos com rampas, 0S quais
representaram o ambiente mais aversivo. A escolha por areas mais seguras sugere que 0S
guppies apresentam comportamentos compativeis 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 a seguranca e a evasao de areas
aversivas podem ser usados para estudar o desenvolvimento e a manifestacdo precoce de
respostas comportamentais semelhantes a ansiedade.

A consisténcia desses achados, com os estudos de Walsh-Monteiro et al. (2016; 2021),
indica que o LCR adaptado para larvas e juvenis é uma ferramenta valida para inducéo e anélise
de comportamentos relacionados a ansiedade em modelos de peixes em estagios iniciais de
desenvolvimento. Além disso, a resposta semelhante a ansiedade observada em larvas e juvenis
de Guppy € comparavel aos comportamentos dos peixes adultos, sugerindo que o

desenvolvimento precoce nao altera significativamente o padréo de resposta ansiosa, mantendo
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uma tendéncia inata para a escolha de ambientes mais seguros desde as fases iniciais, 0 que
sugere a conservacao dos mecanismos fisioldgicos e comportamentais até a idade adulta.

Em sintese, 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 substancias quimicas de maneira similar a outros
modelos de desenvolvimento. O LCR se mostrou uma ferramenta véalida para andlise do
comportamento tipo-ansioso nas diferentes etapas de vida em guppies, contribuindo para novos

achados sobre a conservacao e a génese dessa resposta.
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Objective: In this study, we utilized guppy larvae and juveniles using the plus 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 behavior. Method: To carry out 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 in each part and the number of transpositions, representing behavioral and locomotor
variables. Results: 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 behavior in developing fish. Conclusions: The data
underscore the validity of using the apparatus to investigate anxiety-like behavior in
fish during the developmental phase, presenting a valuable tool for exploring this
phenomenon throughout the life cycle.

Association or one of its alli
lual user and is not to be dissem

Public Significance Statement

Guppies, in the early stages of development, exhibit anxiety-like when exposed to
plus maze with ramp (PMR). Guppy larvae and juveniles provide new insights into the
genesis of anxiety-like behavioral manifestation in a novel animal model during
developmental stages. A behavioral pattern in response to the PMR is suggested from
the larval stage, indicating a potential innate origin of anxiety-like behavior in this
species.
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