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Resumo 

Pessoa, R. S. (2019). Efeito do tempo de alojamento em grupos de diferentes densidades 

sobre a ansiedade em Danio rerio. Dissertação de Mestrado. Programa de Pós 

Graduação em Teoria e Pesquisa do Comportamento, Universidade Federal do Pará, 

Belém, PA, Brasil, 79 páginas. 

Os efeitos fisiológicos e comportamentais da aglomeração ou do isolamento de animais 

têm sido estudados extensivamente, seja em modelos para estudos psicopatológicos ou 

mesmo para identificar possíveis consequências sobre a coleta de dados em pesquisas 

cientificas. Em espécies sociáveis como o Danio rerio, a variação na densidade de 

alojamento representa uma variável relevante que precisa ser considerada. Assim neste 

estudo nos avaliamos os efeitos do alojamento em diferentes densidades por litro, por 

diversos tempos de exposição, na resposta de ansiedade mensurada nos testes de 

preferência Claro/Escuro, Teste de Inspeção de Predador e Labirinto em Cruz com 

Rampa em peixes da espécie Danio rerio.Peixes da espécie Danio rerio (216) foram 

divididos em 3 grandes grupos de acordo como Tempo de alojamento (1, 7 e 30 dias), 

cada grupo foi dividido em 6 subgrupos de acordo com a Densidade de peixes (0,25, 

0,5, 1, 2, 4, 6 peixe por litro – p/l) e alojados em aquário de 4 litros (n=8). Os grupos 

com 4 e 6 p/l foram preenchidos com D. rerio confederados que não foram testados, 

mas que permaneceram no aquário para perfazer a população. Após as condições de 

alojamento cada animal foi testado nos protocolos: Preferência Claro/Escuro (CE), 

Inspeção de Predador (IP) e Labirinto em Cruz com Rampa (LCR). As condições de 

alojamento alteraram o comportamento exploratório dos sujeitos nos três protocolos.  

No CE o Tempo de alojamento intensificou os efeitos da aglomeração e reduziu a 

atividade motora nos grupos alojados nas densidades de 2 e 6 peixes/litro. No testes de 

IP a Densidade reduziu o numero de cruzamentos entre os quadrantes no grupos alojado 

com 6 sujeitos, e aumentou o tempo dos animais inspecionando o predador. No LCR 

Tempo e Densidade alteraram o comportamento no aparato, os grupos alojados com 2 e 

6 sujeitos reduziram a exploração dos braços com rampa e aumentaram nos braços 

planos, em contra partia o isolamento elevou a exploração dos braços com rampa. Neste 

estudo mostramos que condições de alojamento podem agir como estressores crônicos 

de baixa intensidade que alteram o comportamento do tipo ansiedade no zebrafish 

quando testados nos protocolos de preferência Claro/Escuro e no Labirinto em Cruz 

com Rampa e comportamento do tipo medo quando expostos ao teste de Inspeção de 

predador. 

Palavras-Chave: Alojamento. Ansiedade. Labirinto em Cruz. Medo. Zebrafish. 
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Abstract 

Pessoa, R. S. (2019). Effect of lodging time in groups of different densities on anxiety in 

Danio rerio. Masters dissertation. Postgraduate Program of Theory and Research of 

Behaviour, Federal University of Pará, Belém, PA, Brazil, 79 pages. 

The physiological and behavioral effects of animal agglomeration or isolation have been 

studied extensively, either in models for psychopathological studies or even to identify 

possible consequences for data collection in scientific research. In sociable species such 

as Danio rerio, variation in lodging density represents a relevant variable that needs to 

be considered. Thus in this study we evaluated the effects of lodging at different 

densities per liter, for different exposure times, on the anxiety response measured in the 

Light/Dark preference test, Predator Inspection Test and Plus Maze with Ramp in Danio 

fish. Fishes of the species Danio rerio (216) were divided into 3 large groups according 

to Time of lodging (1, 7 and 30 days), each group was divided into 6 subgroups 

according to Density of fish (0,25, 0, 5, 1, 2, 4, 6 fish/liter) and housed in a 4 liter 

aquarium (n = 8). The 16 and 24 groups were filled with D. rerio confederates who were 

not tested but who remained in the aquarium to make up the population. After the 

lodging conditions each animal was tested in the protocols: Light/Dark Preference (CE), 

Predator Inspection (IP) and Plus Maze with Ramp (PMR). The lodging conditions 

altered the exploratory behavior of the subjects in the three protocols. In CE the time of 

lodging intensified the effects of agglomeration and reduced the motor activity in 

groups housed at densities of 2 and 6 fish/liter. In the IP tests Density reduced the 

number of crosses between quadrants in the 24-subject group, and increased the time of 

animals inspecting the predator. In the Plus Maze with Ramp Time and Density altered 

the behavior of the apparatus, the groups with 2 and 6 subjects reduced the exploration 

of the ramp arms and increased in the flat arms, in counterpart the isolation increased 

the exploration of the ramp arms. In this study we showed that conditions of lodging can 

act as low-intensity chronic stressors that alter anxiety-type behavior in zebrafish when 

tested in Light/Dark and Plus Maze with Ramp protocols and fear-type behavior when 

exposed to the Predator Inspection test. 

Keywords: Lodging. Anxiety. Plus Maze. Fear. Zebrafish  
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1. Introdução 

a. Zebrafish (Danio rerio) 

Encontrado no sudeste asiático, o paulistinha ou zebrafish, (Danio rerio 

Hamilton, 1822) pertence à família ciprinídae, são peixes de pequeno porte, não 

excedendo 4 cm de comprimento, que habitam corpos de água lentos e rasos, 

particularmente próximos a campos de arroz (Spence, Gerlach, Lawrence, Smith, 2008), 

sendo animais onívoros, ovíparos,  também utilizados como animais ornamentais, 

portanto,  estando adaptados a viver em aquários (Houart, 2001). 

Seu uso na pesquisa tem se tornado cada vez mais popular devido suas 

qualidades como modelo e também pela grande quantidade de conhecimento que já foi 

produzido para sua espécie (Grunwald, Eisen, 2002; Vascotto Beckham, Kelly, 1997).  

Uma das características que tornaram o zebrafish uma importante ferramenta de 

estudo animal, está no fato de serem tão prolíficos, podendo uma única fêmea colocar 

até 200 ovos, seu desenvolvimento embrionário durar apenas cinco dias e as larvas 

serem transparentes (Gerlai, 2014a; Grunwald et al., 2002). Outra característica da 

espécie que favorece sua utilização no campo cientifico é a sua preferência por formar 

cardumes, possibilitando o armazenamento de um grande número de indivíduos em um 

espaço reduzido. Essas características favoreceram inicialmente estudos de manipulação 

em desenvolvimento e genética, depois seu uso foi expandido para outras áreas nas 

biociências (Gerlai, 2014a; Grunwald et al., 2002; Miller, Gerlai, 2012). 

Diferentes estudos têm mostrado que as respostas neurológicas (Stewart, 

Braubach, Spitsbergen, Gerlai, Kalueff, 2014), endócrinas (Lohr, Hammerschmidt, 

2011), farmacológicas (Bencan Z, Sledge D, Levin ED, 2009) e comportamentais 
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(Paull, Filby, Giddins, Coe, Hamilton, Tyler, 2010), como por exemplo, o de sistemas 

sociais que nesses animais são semelhantes ao encontrado em roedores e humanos 

(Gerlai, 2014b). Além dos campos da genética e do desenvolvimento, o zebrafish tem se 

mostrado útil no estudo de patologias psiquiátricas como a ansiedade (Stewart, 

Gaikwad, Kyzar, Green, Roth, Kalueff, 2012; Cachat, Stewart, Utterback, Hart, 

Gaikwad, Wong, Kalueff, 2011). 

b. O efeito do estresse sobre o comportamento 

Em 1925 o cientista canadense Hans Selye notou que pacientes que procuravam 

a clinica apresentavam sintomas similares (perda de peso, diminuição da força 

muscular), independente da ocupação. Ao promover experimentos em que submetia 

animais a diversas situações agressivas (frio, calor, infecções, traumas) observou que os 

organismos respondiam sempre de forma regular, como por exemplo, dilatação do 

córtex adrenal, atrofia timo linfática e ulceras intestinais (ver: Silva, Goulart, Guido, 

2018). Selye referiu-se a esses achados como a Síndrome Adaptativa Geral (SAG) ou 

Estresse Biológico, definindo como uma reação defensiva fisiológica do organismo em 

resposta a qualquer estimulo nocivo (Silva et al., 2018; Filgueiras, Hippert, 1999). 

Os sintomas observados são consequência das respostas neuroendócrina do 

organismo ao estresse e envolve dois eixos: hipotálamo- hipófise- córtex das adrenais e 

hipotálamo- hipófise- sistema nervoso simpático- medula das adrenais (Tsigos, Kyrou, 

Kassi, Chrousous, 2016; Silva et al., 2018). No primeiro eixo o hipotálamo libera o 

Hormônio de Libera de Corticotrófica (CRH), que estimula o aumento da produção do 

Hormônio Adrenocorticotrófico (ACTH) pela Hipófise que age sobre o córtex das 

glândulas suprarrenais estimulando a síntese de corticoides (aldosteron e cortisol – 

corticosterona em ratos) (Tsigos, Kyrou, Kassi, Chrousous, 2016; Silva et al., 2018). No 
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segundo eixo, a hipófise age sobre o sistema nervoso simpático que o leva a estimular a 

medula das suprarrenais a liberar catecolaminas na circulação (adrenalina e 

noradrenalina). 

A liberação desses hormônios está intimamente ligada à resposta fisiológica do 

estresse, as catecolaminas são responsáveis por modular respostas ligadas ao 

comportamento de luta-fuga estimulando, entre outros, o aumento da frequência 

cardíaca, dilatação das vias aéreas, aumento do metabolismo basal e da musculatura 

esquelética (Paravati, Warrington, 2019). Dentre os hormônios ligados ao estresse o 

cortisol e o ACTH destacam-se, pois seus níveis modulam o sistema imunológico, 

influenciam a resposta inflamatória e elevam o metabolismo energético do organismo 

(Tsigos, Kyrou, Kassi, Chrousous, 2016; Paravati S, Warrington, 2019) e por isso a 

concentração plasmática desses hormônios são um importante indicador de estresse 

(Contarteze, Manchado, Gobatto, Mello, 2007). 

O estresse ajuda os organismos a lidar com situações que desafiam sua 

sobrevivência e promove a adaptação em resposta a ameaças à homeostase. No entanto, 

o estresse sustentado por longos períodos pode ter efeitos adversos graves e duradouros 

na função e no comportamento do cérebro (Sandi, Haller, 2015). Em roedores o 

estresse pré-natal tem efeito negativo sobre o desenvolvimento provocando, na fase 

adulta, ansiedade aumentada (Brunton & Russell 2010), déficits cognitivos (Paris & 

Frye 2011) e comportamentos sociais anormais (Lee, Brady, Shapiro, Dorsa, Koenig, 

2007). O efeito do estresse pré-natal pode ser considerado como um mecanismo 

adaptativo que prepara a prole para o ambiente pós-natal, aprimorando a vigilância a 

ameaças ambientais mesmo que isso tenha um custo a longo prazo (Gluckman & 

Hanson, 2004; McEwen, 2008). 
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A exposição crônica aos hormônios do estresse, independente do período da 

vida, tem impacto nas estruturas cerebrais envolvidas na cognição e na saúde mental 

(Lupien, McEwen, Gunnar & Heim 2009). Ratos Long Evans expostos a estresse 

crônico imprevisível por restrição ao longo de 4 semanas provocou a diminuição do 

volume total do hipocampo (Schoenfeld, McCausland, Morris, Padmanaban, Cameron, 

2017). O estresse também age sobre o comportamento, a exposição forçada de ratos 

Wistar a um predador (gato) por 5 minutos teve um efeito ansiogênico, aumentando o 

comportamento tipo ansiedade em animais testados no labirinto em cruz elevado e 

campo aberto (Bulos, Pobbe, ZangrossiJr, 2015). 

E ainda o estresse social causado por aglomeração pode agir como estressor 

interferindo nos níveis basais de corticosterona (Brown, Grunberg, 1995). Analisando 

os níveis de hormonais, Brown e colaboradores (1995) compararam o efeito da 

aglomeração e do isolamento em ratos Wistar entre machos e fêmeas, e constataram que 

ambos são afetados, mas de modos diferentes pelas condições de habitação. Para as 

fêmeas o isolamento se mostrou um senário mais estressante elevando os níveis 

corticosterona, enquanto que para os machos os níveis hormonais se mostraram 

elevados quando alojados em gaiolas superlotadas. 

Assim como ocorre em mamíferos, no zebrafish quando um fator estressante 

interage com o organismo desencadeia uma reação defensiva modulada pelo eixo 

neuroendócrino similar ao observado em outros vertebrados (Barton, 2002). O eixo 

hipotálamo-hipófise-interrenal do D. rerio é análogo ao eixo HHA dos mamíferos, de 

modo que a analise dos efeitos do estresse no eixo neuroendócrinos no zebrafish se 

assemelha as respostas encontradas em mamíferos (Nesan & Vijayan, 2013). 
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Hartig e colaboradores (2016) trataram embriões do zebrafish com doses de 

cortisol exógeno de 0 a 5 dias após a fertilização (dpf) e geraram larvas 

morfologicamente normais, mas que apresentavam níveis elevados de cortisol no corpo 

inteiro. Aplicaram nestes sujeitos o ensaio de regeneração de cauda, amputaram a 

porção final da barbatana caudal e constataram que vários grupos tratados com cortisol 

produziram  uma frequência significativamente maior de defeitos morfológicos quando 

comparados ao grupos controle. Esses defeitos na regeneração se devem a uma resposta 

inflamatória exagerada e reação prolongada a lesão, tanto neste trabalho quanto em 

outro foi observado uma elevação no número de macrófagos na barbatana em 

regeneração (Petrie et al., 2014). 

Assim, se torna de estrema relevância as condições de manejo e estocagem 

destes animais no trato laboratorial.  O zebrafish é sensível a condições atípicas, sobre 

tudo aquelas que se mantem por longos períodos de tempo e eleve os níveis de 

hormônios ligados a resposta de estresse. Sabe-se que fêmeas do zebrafish em situações 

nocivas (5 dias em jejum), durante o período de produção dos gametas, podem 

incorporar níveis anormais de cortisol nos oócitos que podem dar origem a larvas 

ousadas (Best, 2015; Best, Kurrasch, & Vijayan, 2017), um mecanismos de 

programação da prole a fim de lidar com um ambiente estressante. No entanto, a 

elevação dos níveis de cortisol no desenvolvimento das larvas pode ter efeito sobre a 

diferenciação sexual que pode ser causado pela densidade de alojamento (Ribas, 

Valdivieso, Diaz, Piferrer, 2017) e em adultos, machos socialmente subordinados 

podem experimentar estresse crônico apresentando concentrações plasmáticas de 

cortisol significativamente mais altas que os dominantes e sofrem redução na 

proliferação celular na região telencefálica (Tea, Alderman, Gilmour, 2018) 
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c. O efeito da densidade sobre a ansiedade 

Segundo McNaughton & Corr (2004) a ansiedade pode ser definida como um 

estado interno, fisiológico que se manifesta em um padrão de comportamentos 

defensivos que o organismo apresenta quando se encontra em uma situação 

potencialmente perigosa.  Em alguns organismos podemos encontrar mecanismos de 

defesa como a camuflagem ou mimetismo, que tem como principal função reduzir as 

chances de serem detectados por um predador (Alcock, 2011) ou estabelecimento de 

grupos como estratégia defensiva, o que favorece uma condição de maior segurança 

para seus integrantes, aumentando as chances de evitarem possíveis ameaças ambientais 

(Kikusui, Winslow, Mori, 2006). 

Contudo, o estabelecimento de grupos em grandes densidades, mantidos em um espaço 

reduzido e recluso pode representar um ambiente estressante levando os animais a 

demonstrarem padrões comportamentais anormais. Em ratos, quando alojados em 

condição de superlotação (10 sujeitos – Daniels, Pietersen, Carstens, Daya, Stein, 2000; 

16 e 24 sujeitos – Botelho et al., 2007; 17 sujeitos – Knyazeva, Loginova, Loseva, 

2012) mostraram comportamento semelhante a ansiedade quando testados no labirinto 

em cruz elevado,  esses animais passam significativamente mais tempo nos braços 

fechados do aparato quando comparado com seus controles. Em testes em que o tempo 

de exposição a superlotação foi avaliado, o aumento no período de habitação 

intensificou os efeitos ansiogênicos da aglomeração (Botelho et al., 2007). 

Da mesma forma em condições de sub-lotação ou isolamento produziu nos 

animais um efeito ansiogênico, sobretudo nos machos, que também apresentaram uma 

redução da atividade locomotora na exploração do labirinto em cruz elevado (Weiss, 

Pryce, Jongen-Relo, Nanz-Bahr, Feldon, 2004). Essa redução da atividade locomotora 
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para os sujeitos isolados é proposto como um indicativo de ansiedade no labirinto, já 

que os animais isolados não diferiram dos controles criados em grupo quanto a 

atividade geral na exploração do campo aberto (Weiss, et al., 2004; Botelho et al., 

2007). 

Em peixes, a formação de cardumes representa uma vantagem quando se fala em 

alojamento, pois algumas espécies suportam uma grande quantidade de sujeitos em um 

espaço menor. Em condições ameaçadoras, por exemplo, existe uma maior coesão do 

grupo (Rehnberg, Smith, 1988), o que parece ter propriedades de reforço reduzindo a 

ansiedade e o estresse (Al-Imari, Gerlai, 2008). Quando o zebrafish (Danio rerio) é 

exposto ao teste de Preferência Claro/Escuro a sua tendência natural é de evitar a porção 

clara e bem iluminada, contudo, quando 8 sujeitos são colocados simultaneamente no 

aparato a preferência se altera e os animais exploraram mais o compartimento claro, 

indicando que a formação de cardume tem um efeito ansiolítico (Maximino, Marques, 

Dias, Gouveia, Morato, 2010c; Mansur, et al., 2014).  

Curiosamente, quando o Danio rerio foi mantido isolado foi produzindo um 

efeito ansiolítico, Shams e colaboradores (2015), testaram os efeitos do isolamento 

social sobre a capacidade de locomoção, tigmotaxia (nado próximo à parede) e 

congelamento no teste do campo aberto e constataram que os sujeitos mantidos nessa 

condição por 90 dias exploraram mais o centro do aparato e não apresentaram redução 

na capacidade de locomoção, indicando que o isolamento só agiu sobre o parâmetro 

afetivo. Os seus resultados em conjunto com outros disponíveis na literatura (Parker, 

Millington, Combe, Brennan, 2012; Giacomini et al, 2015) sugerem que o isolamento 

social tem efeitos ansiolíticos sobre o zebrafish. 
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Embora outros estudos já tenham testado o efeito da densidade no zebrafish 

sobre a preferência por claro/escuro, não foram avaliados os efeitos que a variação na 

densidade de alojamento provoca nestes animais no mesmo protocolo de teste. Da 

mesma forma, assim como Shams (2015), outros trabalhos estudam o efeito do 

isolamento e/ou da super-lotação sobre o estado comportamental dos sujeitos, mas 

poucas investigações avaliam esses efeitos sob uma maior variação da densidade que 

compõem cada grupo. 

d. O efeito da densidade sobre o comportamento 

Os efeitos fisiológicos e comportamentais da aglomeração ou do isolamento de 

animais tem sido extensivamente estudados, seja como um modelo de comparação para 

estudos em humano ou mesmo para identificar possíveis consequências sobre a coleta 

de dados em pesquisas cientificas (Yildiz, Hayirli, Okumus, Kaynar, Kisa, 2007). 

Tipicamente o alojamento desses animais tem o objetivo de manter o controle 

experimental, reduzindo os efeitos ambientais e de variáveis que podem interferir no 

estado interno do sujeito durante a coleta de dados. Botelho e colaboradores (2007) ao 

alojar ratos Wistar em gaiolas com diferentes densidades (1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16 e 24 

sujeitos por gaiola) pelos períodos de 1 e 14 dias relataram um efeito ansiogênico. Após 

o tempo de exposição às respectivas condições de alojamento, os ratos foram testados 

no Labirinto em Cruz Elevado (Handley & Mithani, 1984) para a medição dos níveis de 

ansiedade, onde foi possível constatar que o animais que haviam sido armazenados em 

condição de sub-lotação (com até dois sujeitos por gaiola) e de super-lotação (16 e 24 

sujeitos por gaiola), apresentaram o tempo gasto e o número de entradas nos braços 

abertos do aparato significativamente menor quando comparados com o grupo controle 

(seis sujeitos por gaiola). 
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Já em peixes o efeito da superlotação vem sendo bem estudado nas piscicultura, 

principalmente graças a atenção dada ao bem-estar de peixes criados para a alimentação 

(Baldwin, 2010). Sabe-se que em espécies como a Tilapia (Sánchez-Murosa, Sánchez, 

Barroso, García-Mesa, Rufino-Palomares, Lupiánez, 2016), Truta (Ellis, 2002) e 

Salmão (Turnbull, Adams, Richards, Robertson, 2006), as altas densidades de 

estocagem podem prejudicar o bem-estar levando a altos níveis de estresse, reduzindo o 

desempenho imunológico e diminuindo a capacidade de luta contra patógenos (Di 

Marco, Priori, Finoia, Massari, Mandich, Marino, 2008; FSBI, 2002; Baldwin, 2010). 

Além disso, em espécies onde a agressão é comum, o estresse pode aumentar o número 

de interações entre os indivíduos, por sua vez, intensificando a ocorrência de danos e 

lesões causadas por confrontos (Baldwin, 2010). Em situação de sub-locação algumas 

espécies com a tendência a se agruparem podem apresentar mudanças significativas nas 

concentrações de cortisol no sangue, indicando que este cenário é aversivo para esses 

organismos (Serra, Sanna, Mostallino, Biggio, 2007; Giacomini, Abreu, Koakoski, 

Idalencio, Kalichak, Oliveira, 2015) 

No D. rerio, uma espécie altamente sociável, a formação de cardumes tem uma 

função defensiva na evitação de predadores em um ambiente natural, aumentando a 

percepção do grupo quanto à aproximação de um predador e diluindo as chances de que 

qualquer indivíduo seja alvo (Mansur, Santos, Dias, Pinheiro, Gouveia Jr., 2014; 

Engeszer, Ryan, Parichy, 2012; Paull, 2010). Contudo, a aglomeração em grandes 

densidades pode constituir um estressor crônico que interfere no bem-estar do animal 

(Ramsay, Feist, Varga, Westerfield, Kent, Schreck, 2006). 

Conhecer as consequências das condições de alojamento sobre a fisiologia e o 

desenvolvimento dos animais é importante não só para a produção alimentar, mas sobre 
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tudo na aplicação desses animas como modelos de estudo no âmbito cientifico. O uso de 

modelos animais e a criação de protocolos de testes para o estudo de psicopatologias em 

humanos visa o estabelecimento de síndromes em animais mais simples que possuam 

características biológicas semelhantes aos transtornos em humanos (McKinney, 1984). 

Protocolos que expõem os sujeitos a condições atípicas como ambientes novos e a 

inserção de objetos diferentes, estão interessados em respostas naturais inatas que o 

organismo possa apresentar diante de condições adversas e que evoque uma resposta 

fisiológica/comportamental que se assemelhe a condições biológicas do transtorno 

psicológico humano (Micale, Kucerova, Sulcova, 2013). 

e. Testes para o estudo da ansiedade em zebrafish 

Modelos de ansiedade são construídos sobre o pressuposto de que o 

comportamento semelhante à ansiedade foi selecionado evolutivamente por aumentar as 

chances do individuo de evitar situações perigosas (Nesse, 1999; Brown, Kotler & 

Bouskila, 2001). Em uma condição natural, animais como ratos, camundongos e peixes 

de pequeno porte que geralmente são presas, precisam manter um estado basal de 

apreensão anti-predatória, revezando sua atenção entre a demanda alimentar e a 

segurança (Brown et al., 2001). Muito provavelmente essa situação de conflito entre 

busca por recursos vs manter-se seguro, foi um substrato de ação da seleção natural 

favorecendo os organismos que evitaram o risco de serem predados mesmo que isso 

levasse a perda temporária de recursos (Kavaliers & Choleris, 2001; Brown et al., 

2001). 

O zebrafish é reconhecidamente modelo eficaz em pesquisas 

neurocomportamentais e farmacológicas graças à compatibilidade com paradigmas 

experimentais já existentes e sua resposta eficiente a fármacos psicoativos 
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administrados em seres humanos (Maximino, Marques, Dias, Gouveia & Morato, 

2010c; Cachat, Canavello, 2010; Mezzomo, Silveira, Giuliane, Quadros & Rosemberg, 

2015). Seu potencial como modelo está baseado em homologias fisiológicas e 

comportamentais, em respostas a estímulos que são similares aos encontrados em 

modelos animais já existentes (Speedie & Gerlai 2008; Champagne, Hoefnagels, 2010). 

Consequentemente vários testes comportamentais foram criados e adaptados (de testes 

inicialmente desenvolvidos para roedores) para a condição piscino e são empregados na 

exploração de mecanismos neurais e em resposta farmacológica sobre comportamentos 

semelhantes à ansiedade (Stewart et al., 2012; Maximino et al., 2010c).  

Dentre os principais protocolos empregados em investigações sobre a ansiedade 

que utilizam o D. rerio como modelo temos: O teste de preferência claro/escuro (CE) 

para o D. rerio foi descrito por Serra, Medalha e Mattioli (1999) e esta embasado em 

dois pontos fundamentais: na preferência natural do animal a ambientes escuros em 

detrimento de ambientes bem iluminados (escototatixa); e em um estado de conflito 

interno – manter-se em um local seguro (compartimento escuro) ou explorar novos 

ambientes em busca de recursos (Serra, Medalha & Mattioli, 1999; Maximino, Brito, 

Gouveia, 2010a). No CE as respostas comportamentais observadas são consequência do 

estimulo aversivo provocado pelo efeito do ambiente novo e pelo espaço iluminado, 

inclusive, comportamentos ligados à ansiedade são mais observados quando o sujeito se 

encontra no compartimento branco (tigmotaxia, nado errático, congelamento e avaliação 

de risco) (Maximino, 2010c).  

A predição do CE é demostrada na resposta do D. rerio quando exposto a 

compostos ansiolíticos e ansiogênicos. A administração de drogas ansiolíticas como 

buspirona e clonazepam, reduzem o tempo que o animal passa no compartimento escuro 
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e aumentam a exploração do compartimento branco, já drogas como efeito ansiogênico  

como fluoxetina, imipramina e cafeína (em altas doses) aumentam o tempo de 

permanência no compartimento escuro (Magno, Fontes, Gonçalves, Gouveia, 2015; 

Maximino, Silva, Araujo, Lima, Miranda, Puty, Benzecry, 2014; Maximino et al. 2007). 

A construção do modelo para o protocolo claro/escuro esta baseada na reação defensiva 

especifica das espécies, no caso do zebrafish que possuem melanoforos dorsais a 

preferência por ambientes escuros está relacionado com o comportamento críptico 

(camuflagem) (Kavaliers, Choleris, 2001).  

Ainda se valendo do conflito exploração/segurança, outro teste comumente 

aplicado em peixes é o teste de exploração do campo aberto (TCA), que foi descrito 

inicialmente para estudos da emocionalidade em roedores e adaptado para o contexto 

piscino em que o peixe é transferido para um tanque novo, normalmente circular e 

branco. O procedimento avalia o comportamento emocional medindo o tempo gasto na 

borda e no centro do aparelho, atividade locomotora, bem como comportamentos 

ligados a ansiedade (tigmotaxia, congelamento, natação errática e nado explosivo) (Prut 

& Belzung, 2003; Cachat et al., 2010; Peitsaro, Kaslin, Anichtchik, Panula, 2003). A 

exposição ao novo ambiente é seguindo de uma maior atividade do peixe na região 

periférica e da evitação da região central. Tal padrão comportamental só é modificado 

quando o animal se habitua ao aparato (Warren & Callaghan, 1976; Maximino et al., 

2010c). 

Estudos farmacológicos em peixes testados no TCA alteram o estado 

motivacional. Fármacos com efeito ansiolítico, aumento na locomoção central ou o 

tempo gasto na parte central do dispositivo, sem modificação da locomoção total 

(Peitsaro et al., 2003; Walsh-Monteiro, Pragana, Costa & Gouveia, 2014), enquanto 
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que, drogas com ação ansiogênica tendem a reduzir essas variáveis (Maximino et al., 

2010c; Prut & Belzung, 2003). 

Outro teste bastante utilizado para estudar a ansiedade em peixes é o Teste de 

Mergulho no Tanque Novo (TMTN). Trata-se de um tanque, normalmente retangular, 

em que a escolha do animal entre a camada mais superficial ou profunda da coluna 

d’água, e o tempo de permanência nessas regiões, serve como medida de medo e 

ansiedade (Gerlai et al, 2000). O protocolo TMTN explora o comportamento instintivo 

do zebrafish para buscar proteção em um ambiente novos e desconhecidos, 

permanecendo no fundo do tanque ate que se sinta seguro para explorar (Levin, Bencan, 

Cerutti, 2007). Em muitas espécies de peixes que são predadas por aves, a tendência do 

animal é de evadir para o fundo do tanque como estratégia antipredatoria (CsaÂnyi,  

1986). Registrando a latência para entrada na metade superior do aquário, o tempo gasto 

no topo, bem como a intensidade dos ataques de congelamento e nado errático é 

possível inferir o estado ansioso em que o animal se encontra (Barcellos, Ritter, Kreutz, 

Quevedo, Bolognesi, Bedin, 2007; Egan, Bergner, Hart, Cachat, Canavello, Elegante, 

2009). 

A permanência do D.rerio na porção inferior do aparato é sensível a etanol 

(Gerlai et al, 2000), fluoxetina crônica (Egan et al., 2009), nicotina (Levin et al., 2007), 

diazepam (Lopez-Patino, Yu, Cabra, Zhdanova, 2008) e buspirona (Bencan, Sledge, 

Levin, 2009) que produziu respostas ansiolíticas, reduziram a habitação no fundo e 

aumentou a exploração da metade superior do tanque. Do mesmo modo, a 

administração de drogas como a cafeína (Egan et al., 2009) e  feromônios de alarme 

(Cachat et al., 2010) produziram um efeito ansiogênico, aumentaram significativamente 
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o tempo de habitação no fundo e uma latência maior para explorar a porção superior do 

aquário. 

É importante ressaltar que seja preferindo ambientes escuros, permanecendo 

próximo a parede do aparato, ou ainda, buscando a porção mais profunda do aquário, 

são estratégias preventivas que visam evitar a exposição do animal a ameaças em 

potencial. Contudo, quando um predador é apresentado (seja através de pistas olfativas 

ou a exposição visual) é induzido no sujeito um estado semelhante ao medo, já que a 

ameaça se mostra real e concreta (Bass, Gerlai, 2008). 

O Teste de Inspeção de Predador (IP) tem sido aplicado como modelo para 

estudo de medo e ansiedade (Gerlai, Fernandes, Pereira, 2009; Kavaliers et al., 2001). 

De modo geral os animais podem responder de maneiras diferentes aos estímulos 

aversivos, adaptando suas estratégias defensivas com base na distância entre o sujeito e 

a fonte do perigo (Maximino, 2010b).  Foi postulado (McNaughton & Corr, 2004) que o 

comportamento defensivo é resultante do entrelaçamento entre duas dimensões: a 

primeira é a Direção defensiva (motivação em abordar versus evitar - definido por 

Craig, 1917) e a segunda dimensão é a da Distância defensiva (localização da ameaça, 

entre proximal versus potencial – definido por Blanchard & Blanchard, 1997) uma 

construção cognitiva de intensidade da ameaça percebida, assim essencialmente uma 

organização hierárquica dos sistemas que controlam o medo e a ansiedade. Em uma 

situação potencialmente aversiva em que exista uma maior inclinação do sujeito a evitar 

o estímulo seja predominante, a emergência da ameaça vai ser controlada pela sua 

proximidade percebida sendo que quanto mais próximo o estímulo maior a sua 

aversividade. 
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Quando exposto a uma substancia de alarme (liberadas por células da epiderme 

quando lesionadas), o D. rerio mostrou um aumento no número de vezes que entreva 

em estado de congelamento, comportamento usado como uma medida de medo. As 

sessões de congelamento reduziram quando foi oferecido a visão e/ou pistas olfativas de 

coespecificos (Faustino, Tacão-Monteiro, Oliveira, 2017) 

Bass e Gerlai (2008), colocaram o zebrafish em contato com dois peixes 

estímulos, o seu predador natural Nandus nandus e o ciclídeo Nimbochromis 

compressiceps (potencial predador não-natural) e constataram uma resposta de medo 

significativa, com maior número de saltos, para o seu predador natural (N. nandus), sem 

que se alterasse as demais medidas de ansiedade. Um resultado similar foi encontrado 

quando um imagem virtual foi utilizada no lugar do predador (Gerlai, 2009).   

Baseado nas respostas citadas ate o momento que utilizam o comportamento 

antipredatorio no D. rerio, pode-se perceber que o IP se mostra mais útil como um 

modelo de medo do que como um modelo de ansiedade. O que foi encontrado por Bass 

e Gerlai (2008) pode ser interpretado como uma evitação ativa ao perigo de predação e 

não um comportamento cauteloso ou de avaliação de risco, que indicaria um estado 

semelhante a ansiedade (McNaughton et al., 2004). 

Uma nova proposta de modelo para o estudo da ansiedade é o Labirinto em Cruz 

com Rampa (LCR) (Walsh-Monteiro, Pessoa, Sanches, Carvalho, Silva, Chirinéa, et al., 

2016) inspirada no labirinto em cruz elevada para roedores (Pellow, Chopin, File & 

Briley, 1985) e no teste de mergulho do tanque novo para peixes. O teste consiste em 

um aquário em forma de cruz com dois braços planos e dois braços com rampas, onde o 

peixe ao explorar o aparato tende a preferir os braços planos e mais profundos. Como 

observado no teste de mergulho no tanque novo, a exposição a novos ambientes provoca 
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o comportamento de mergulho para o fundo do tanque, para então, gradativamente o 

peixe explorar as camadas mais superioras do aquário (Levin, Bencan & Cerutti, 2007; 

Gerlai, Lahav, Guo, Rosenthal, 2000). Mergulhar na parte inferior do dispositivo 

representa uma medida de ansiedade (Blaser & Goldsteinholm, 2012), esse 

comportamento é equivalente a escototaxia Tingmotaxia no teste de preferência 

claro/escuro de cambo aberto e representa um conjunto de ações defensivas associadas à 

exposição do animal a um novo ambiente (McNaughton & Corr, 2004).  

No labirinto em cruz elevado, quando roedores são expostos ao aparato a sua 

tendência é de entrar nos braços fechados e permanecer a maior parte do tempo, já que, 

possuem paredes laterais e são menos aversivas ao roedor do que os braços abertos. A 

entrada e permanência nos braços fechados é considerado como uma medida de 

ansiedade (Pellow et al., 1985). A administração de drogas ansiolíticas como os 

benzodiazepínicos tende a aumentar significativamente o número de entradas e o tempo 

de exploração dos braços abertos, enquanto que fármacos ansiogênicos como 

anfetaminas reduzem as entradas e a exploração dos braços abertos (Pellow & File, 

1986; Hogg, 1996).  

Esse mesmo principio é percebido no LCR, os braços planos representam 

ambientes mais seguros, por permitir a fuga pra as porções mais profundas (Blaser, 

Goldsteinholm, 2012) e por esse motivo o D. rerio passa mais tempo nessa região, 

fazendo pequenas incursões para sondar os braços com rampa (Walsh-Monteiro et al., 

2016). O LCR possui um região central na intercessão dos quatro braços que deve ser 

levado em consideração quanto a coleta de dados devido ao seu tamanho e a proporção 

dos animais testados. A aplicação de fármacos ansiolíticos altera a preferência pelos 
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braços planos, fazendo com que os peixes entrem mais vezes e permaneçam por mais 

tempo nos braços com rampa (Walsh-Monteiro et al., 2016). 

Neste estudo serão utilizados: o teste de preferência claro/escuro, um protocolo 

já bem definido como modelo de ansiedade; o teste de inspeção de predador para avaliar 

a sensibilidade dos sujeitos ao medo após a condições de alojamento; e o labirinto em 

cruz com rampa como um protocolo misto de medo e ansiedade, onde a preferência 

pelos braços planos em detrimento aos braços com rampa configura um comportamento 

defensivo, e a exploração dos braços com rampa como um índice da percepção do 

sujeito da distancia defensiva, em que, as porções mais altas da rampa representam um 

ambiente perigoso. 

2. Objetivo 

Avaliar os efeitos do alojamento em diferentes densidades por litro, por diversos 

tempos de exposição, na resposta de ansiedade mensurada nos testes de preferência 

Claro/Escuro, Teste de Inspeção de Predador e Labirinto em Cruz com Rampa em 

peixes da espécie Danio rerio. 

3. Materiais e Métodos 

a. Sujeitos 

Peixes Danio rerio (216 sujeitos) experimentalmente ingênuos, adquiridos em 

petshops locais de sexo e idade indeterminados, divididos em 18 grupos (n=8) segundo 

o tempo de alojamento (1, 7 ou 30 dias) e densidade de alojamento variada (1 sujeito 

por aquário; 2 sujeito/aquário; 4 sujeitos/aquário; 8 sujeito/aquário, 16 sujeito/aquário e 

24 sujeito/ aquário) .Nos grupos de 16 e 24 sujeitos apenas 8 foram testados, sendo que 
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os demais peixes são os confederados, permanecendo no aquário para perfazer a 

população do grupo ( total de 72 confederados). Cada grupo contou com um conjunto 

de confederados diferentes não havendo reutilização destes animais. 

b. Alojamento 

Os animais foram habituados por duas semanas em aquários coletivos de 4 

Litros (n=10) em aparato próprio (ZebTEC rack - Tecniplast), sob condições de luz 

(10/14h inicio da luz as 6h) e temperatura estáveis (28º± 2ºC), alimentados com ração 

comercial (Tetra Colors, Tetra Alemanha) 1 vez ao dia, pH mantido em 7 ± 2 Ph e 

condutividade 586 S. E depois separados segundo condições experimentais descritas. 

(Tabela 1) 
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Tabela 1: Distribuição dos grupos de sujeitos, conforme densidades e tempos de 

alojamento, indicando o número de sujeitos em cada aquário e o número de sujeitos 

testados de cada grupo, bem como número de confederados (alojados, mas não 

testados).    

 

Densidade 

Peixes/Litro 

 

Peixes por 

Aquário 

Tempo de Alojamento 

1 dia 

(nº de testados) 

7 dias 

(nº de testados) 

30 dias 

(nº de testados) 

0,25 Peixes/Litro 1 8 testados 8 testados 8 testados 

0,5 Peixes/Litro 2 8 testados 8 testados 8 testados 

1 Peixes/Litro 4 8 testados 8 testados 8 testados 

2 Peixes/Litro 8 8 testados 8 testados 8 testados 

4 Peixes/Litro 16 8 test. + 8 

confederados 

8 test. + 8 

confederados 

8 test. + 8 

confederados 

6 Peixes/Litro 24 8 test. + 16 

confederados 

8 test. + 16 

confederados 

8 test. + 16 

confederados 

 

c. Aparatos de teste 

Teste de preferência Claro escuro: um aquário retangular medido 15 cm x 10 

cm x 45 cm, onde metade do tanque constituíra o compartimento branco e a outra 
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metade o compartimento preto. O aparato contem duas portinholas centrais deslizantes 

com a cor de cada lado (15cm × 10cm × 10 cm). Os tanques foram iluminados por spots 

de luz, evitando o reflexo sobre a água  e sombras.  A coluna de água foi mantida a 10 

cm durante todos os testes. 

 

 

Imagem 1: Imagem ilustrativa do aquário de teste de preferência Claro/Escuro, consiste 

em um aquário retangular dividido em dois compartimentos, um preto e um branco, 

possuindo ainda um compartimento central (área de inicio de sessão) onde animal é 

mantido por 5 minutos antes do teste se iniciar. Fonte de autor. 

Teste de Inspeção de predador: O Teste de Inspeção de Predador (Imagem 2)  

foi realizado em um aquário triangular com vértices 30x30x24 cm e 23 cm de 

profundidade, contendo uma portinhola separando 1/3 do aquário, este compartimento 

será o Compartimento de Inicio. Na base do aparato foram marcadas três linhas 

paralelas entre si em relação ao predador, delimitando quatro pontos de distancia 

utilizado para registrar os níveis de aproximação ao estimulo. No lado de fora do 

aparato foi posto um aquário contendo um predador. 
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Imagem 2: Imagem ilustrativa do aquário de teste de inspeção de predador. O aquário 

possui um formato triangular apresentando marcações no fundo dividindo-o em quatro 

quadrantes. O teste dura 10 minutos sendo que nos primeiros 5 minutos o animal passa 

dentro do compartimento de inicio que se encontra na porção final do aparato, após esse 

período a portinhola será retirada e o sujeito poderá explorar todo o aquário.  Fonte de 

autor. 

Labirinto em cruz com rampa: Trata-se de um aparato com forma de cruz 

medindo 45 cm de comprimento total por 10 cm de largura em cada braço e 15cm de 

altura. Cada um dos quatro braços possui 17,5cm de comprimento, de maneira que 

exista um compartimento central de interseção entre os braços medindo 10x10cm. Dois 

braços opostos possuem rampas partindo do inicio do braço, partindo do fim da zona de 

interseção e terminando na parede de fundo do referido braço. A inclinação da rampa é 

de 18º66’, estando assim a uma altura de 6cm em relação ao piso na parede de fundo do 

PREDADOR 
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braço. Os outros dois braços opostos não apresentam rampas, sendo classificados como 

braços de fundo plano. E a coluna de água foi mantida a 10 cm durante todo o teste. 

 

 Imagem 3: Imagem ilustrativa do aquário de teste do labirinto em cruz com rampa. O 

aparato consiste basicamente em um aquário em forma de (+) que possui uma região 

central, dois braços planos e dois braços com rampa que se iniciam na entrada do braço 

e sobe a uma altura de 6 cm em relação ao fundo do aquário. Fonte de autor. 

4. Procedimentos 

a. Procedimentos gerais 

Após período de exposição às condições de agrupamento os animais foram 

submetidos individualmente à cada um dos testes de maneira balanceada em cada 

grupo. Os animais tiveram um intervalo de dez minutos isolados entre um teste e outro 

para evitar efeitos de teste sobre teste (Tabela 2). Durante o intervalo os animais 

permaneceram isolados em um aquário similar ao que estiveram alojados. Todas as 

sessões foram registradas em vídeo para posterior analise. 
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Tabela 2: Sequencia de Testes e intervalos aplicados no experimento. Todos os animais 

passaram por três testes, havendo um intervalo de 10 minutos entre cada um deles para 

evitar efeito de um teste sobre o outro. (CE) Claro/Escuro; (IP) Inspeção de Predador; 

(LCR) Labirinto em Cruz com Rampa. 

Animais Sequencia de testes e intervalos 

Sujeito 1 CE (20min) Intervalo 

(10min) 

LCR (5min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) 

Sujeito 2 CE (20min) Intervalo 

(10min) 

LCR (5min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) 

Sujeito 3 LCR (5min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) Intervalo 

(10min) 

CE (20min) 

Sujeito 4 CE (20min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) Intervalo 

(10min) 

LCR (5min) 

Sujeito 5 LCR (5min) Intervalo 

(10min) 

CE (20min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) 

Sujeito 6 IP (10min) Intervalo 

(10min) 

CE (20min) Intervalo 

(10min) 

LCR (5min) 

Sujeito 7 CE (20min) Intervalo 

(10min) 

LCR (5min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) 

Sujeito 8 CE (20min) Intervalo 

(10min) 

LCR (5min) Intervalo 

(10min) 

IP (10min) 
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b. Teste de preferência claro/escuro 

Cada peixe foi colocado no compartimento central por um período de habituação 

de 5 minutos. Após esse tempo as portinholas foram levantadas e o animal pode 

explorar o aquário por 15 minutos. Toda sessão foi filmada para posterior analise e foi 

contabilizado o tempo de permanência em cada compartimento e o número de 

cruzamentos da linha central. 

c. Teste de inspeção de predador 

O sujeito foi colocado no Compartimento de inicio com a portinhola fechada 

permanecendo pelo período de 5 minutos, após esse tempo a porta foi retirada e o 

animal teve 5 minutos para explorar o tanque. Foram analisados 10min de teste (5min 

no compartimento de inicio e mais os 5min de teste com estimulo) e a contagem dos 

níveis de aproximação contabilizada a partir do segundo momento (5min com estimulo) 

registrando sempre com passagem de 2/3 do animal.  

d. Teste do labirinto em cruz com rampa 

O peixe foi depositado no centro do labirinto e puderam explorar o aparato pelo 

tempo de 5 minutos. Foram contabilizados o número de entrar em cada um dos 

compartimentos Braços Planos, Braços com Rampa e o Centro, e o tempo de 

permanência em cada um deles. 

5. Analises estatística 

As amostras formaram testadas para normalidade (teste de Kolmogorov-

Smirnov), como a condição foi atendida, os grupos foram comparados segundo Tempo, 

Densidade de alojamento e a sua interação Densidade X Tempo por ANOVA de duas 

vias, seguido de teste pos-hoc (Teste de Tukey).  
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6. Resultados 

Os resultados foram agrupados em 4 condições para analise: Tempo, Densidade 

Geral, Densidades e Densidade X Tempo. Nas comparações entre Tempo todos os 

grupos de um mesmo período foram agrupados independentemente das condições de 

densidade para avaliarmos somente o efeito do tempo. Nas condições de Densidade 

Geral, todos os grupos de uma mesma densidade foram agrupados independentemente 

do tempo de alojamento (ex.: todos os grupos alojados em densidade de 2 peixes/litro 

foram tratado em um mesmo grupo). Na condição de Densidade foi avaliado o efeito da 

densidade de alojamento sobre os grupos alojados por um mesmo período de tempo 

(ex.: comparação entre os as densidades 0,25 peixes/litro e 6 peixes/litro alojados pelo 

período de 7 dias). E a condição Densidade X Tempo, foi comparado o efeito do tempo 

entre grupos alojados na mesma densidade (ex.: a comparação feita entre os grupos 

alojados por 1 e 7 dias na densidade de 2 peixes/litro). 

a. Preferência Claro/Escuro 

O alojamento dos animais em diferentes densidades e a variação do tempo de 

exposição a essas condições não alteraram a variável Tempo de Permanência no 

compartimento escuro para as variáveis: Tempo (T), Densidade Geral (D) e sua 

interação (Densidade X Tempo – I) T: [F(2,124)=0,788, p=0,450], D: [F(5, 124)=1.905, 

p=0,09],I: [F(10, 124)=0,690, p=0,730] (Figura 1-A, B e C).  

Contudo, foram encontradas diferenças estatísticas na atividade locomotora para 

as comparações entre Tempos [F(2, 124)=4.746, p=0,010] entre os dias 1 e 30 (Figura 

2-A). Também foram encontradas diferenças no número de cruzamentos para a relação 

Densidade X Tempo [F(10, 124)=2.333, p=0,015], entre os grupos alojados por 1 dia 

em densidade de 2 p/l (peixes/litro) e 30 dias em densidade de 2 p/l e ainda entre os 
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grupos alojados por 1 dia em densidade de 2 p/l e  7 dias em densidade de 2 p/l em que 

o grupo alojados por 1 dia em densidade de 2 p/l apresentou um maior número de 

entradas que os grupos com maior tempo de exposição (7 e 30 dias). Do mesmo modo a 

analise mostrou diferenças entre os grupos 1 dias em densidade de 6 p/l e 30 dias em 

densidade de 6 p/l e entre os grupos 7 Dias em densidade de 6 p/l e 30 Dias em 

densidade de 6 p/l onde os grupo de 30 Dias em densidade de 6 p/l mostrou redução na 

taxa de cruzamentos (Figura 2-C). Não foram encontradas diferenças entre Densidades 

[F(5, 124)=1.463, p=0,20] (Figura 2-B). 
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Figura 1: Resultados obtidos no teste de Preferência Claro/Escuro. O aparato consiste 

em um aquário dividido em dois compartimentos (um branco e um preto) de modo que 

optamos por utilizar somente os dados de exploração no compartimento escuro. (A) 

Tempo de permanência no compartimento escuro entre os grupos alojados por 

diferentes períodos de tempo – 1, 7 e 30 dias. (B) Tempo de permanência no 

compartimento escuro entre grupos alojados por diferentes densidades de alojamento (1, 

2, 4, 8, 16, 24). (C) Tempo de permanência no compartimento escuro na interação 

Densidade X Tempo. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 2: Resultados da atividade motora no teste de preferência claro/escuro, obtidos a 

partir do número de cruzamentos da linha central do aparato. (A) Número de 

cruzamentos da metade central do aparato entre grupos alojados por diferentes períodos 

de tempo – 1 7 e 30 dias; (B) Número de cruzamentos da metade central do aparato 

entre grupos alojados em diferentes densidades de alojamento – 1, 2, 4, 8, 16 e 24 

sujeitos por aquário; (C) Número de cruzamentos da metade central do aparato na 

interação Densidade X Tempo. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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b. Inspeção de Predador 

O tratamento não alterou o Tempo de Permanência no teste de Inspeção de 

Predador, na analise entre Tempos [F(2,123)=0,109, p=0,890] (Figura 3-A) nem sobre 

Densidades Geral [F(5, 123)= 1,114, p=0,350] (Figura 3-B). 

Do mesmo modo não foram registradas diferenças na interação Densidade X 

Tempo para o tempo de permanência entre os quadrantes do Teste de IP [F(10, 123)= 

1,468, p=0,150] (Figura 4-A, B, C e D). Tampouco, foi observado diferenças 

significativas no tempo gasto em cada quadrante entre as Densidades de um mesmo 

período de tempo, no entendo, é possível observar um padrão de exploração maior no 

quadrante A3 em todos os três grupos (Figura 5- A, B, C). 

Para a atividade locomotora no Teste de Inspeção de Predador os dados indicam 

ausência do efeito do Tempo de alojamento [F(2, 123)= 0,290, p= 0,740] (Figura 6-A), 

havendo um efeito da Densidade Geral [F(5, 123) = 3.807, p=0,003] (Figura 6-B) e sem 

interação Densidade X Tempo [F(10, 123)= 1,124, p= 0,170] (Figura 7-A, B, C e D). O 

pós teste indica diferenças na Densidade Geral nos grupos com densidade de 0,25 p/l 

entrando mais vezes nos quadrantes A2 e A3 que o grupo com densidade de 6 p/l 

(Figura 6-B). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos alojados em Densidades 

diferentes de um mesmo período de tempo (1, 7 e 30 dias) (Figura 8- A, B e C) 
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Figura 3: Resultados para o tempo de permanência no teste de inspeção de predador. O 

aparato é dividido em quatro quadrantes sendo A1 o mais próximo ao predador e A4 o 

mais distante. (A) Tempo de permanência em cada uns dos quatro quadrantes entre 

grupos alojados por diferentes períodos de tempo – 1 7 e 30 dias; (B) Tempo de 

permanência em cada um dos quatro quadrantes entre grupos alojados em diferentes 

densidades –  1, 2, 4, 8, 16 e 24 sujeitos por aquário. (*) Significância p≤0,05 – Teste de 

Tukey. 
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Figura 4: Resultados para o tempo de permanência no teste de inspeção de predador na interação Densidade X Tempo. O aparato é dividido em 

quatro quadrantes sendo QA1 o mais próximo ao predador e QA4 o mais distante. Cada gráfico apresentam os dados obtidos em um dos quatro 

quadrantes. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 5: Resultados para o tempo de permanência no teste de inspeção de predador. O 

aparato é dividido em quatro quadrantes sendo A1 o mais próximo ao predador e A4 o 

mais distante. Cada gráfico representa um grupo que foi alojado por períodos de tempo 

diferentes e dividido em seis subgrupos que variaram nas densidades de alojamento. (A) 

Tempo de permanência para os grupos alojados por diversas densidades pelo período de 

1 dia; (B) Tempo de permanência para os grupos alojados por diversas densidades pelo 

período de 7 dia; (C) Tempo de permanência para os grupos alojados por diversas 

densidades pelo período de 30 dias. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 6: Resultados da atividade motora no teste de inspeção de predador. O aparato é 

dividido em quatro quadrantes sendo A1 o mais próximo ao predador e A4 o mais 

distante. A atividade motora foi registrada considerando uma entrada sempre quando 

2/3 do corpo do animal cruzou a linha que define o limite de cada quadrante. (A) 

Resultados para o número de entradas em cada quadrante em grupos alojados por 

diferentes períodos de tempo – 1, 7 e 30 dias; (B) Resultados para o número de entradas 

em cada quadrante em grupos alojados em diferentes densidades – 1, 2, 4, 8, 16 e 24 

sujeitos por aquário. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 7: Resultados da atividade motora no teste de inspeção de predador na interação Densidade X Tempo. O aparato é dividido em quatro 

quadrantes sendo QA1 o mais próximo ao predador e QA4 o mais distante. A atividade motora foi registrada considerando uma entrada sempre 

quando 2/3 do corpo do animal cruzou a linha que define o limite de cada quadrante. Cada gráfico apresentam os dados obtidos em um dos 

quatro quadrantes. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 8: Resultados da atividade motora no teste de inspeção de predador. O aparato é 

dividido em quatro quadrantes sendo QA1 o mais próximo ao predador e QA4 o mais 

distante. A atividade motora foi registrada considerando uma entrada sempre quando 

2/3 do corpo do animal cruzou a linha que define o limite de cada quadrante. Cada 

gráfico representa um grupo que foi alojado por períodos de tempo diferentes e dividido 

em seis subgrupos que variaram nas densidades de alojamento. (A) Número de 

cruzamentos para os grupos alojados por diversas densidades pelo período de 1 dia; (B) 

Número de cruzamentos para os grupos alojados por diversas densidades pelo período 

de 7 dia; (C) Número de cruzamentos para os grupos alojados por diversas densidades 

pelo período de 30 dias. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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c. Labirinto em Cruz com Rampa 

Foram encontradas alterações no tempo gasto na Rampa para o parâmetro 

Tempo [F(2, 124)= 4.537, p= 0,010] onde os grupos alojados por 1 dia exploraram este 

compartimento e diferindo de forma significativa dos grupos de 7 dias e 30 dias (Figura 

9- A). O tratamento alterou também o tempo nos compartimentos na analise da 

Densidade Geral com significância no tempo gasto na Rampa [F(5, 124)= 3.649, 

p=0,004] entre os grupos com densidade de 0,25 p/l e 6 p/l,  e também entre os grupos 

com densidade de 0,25 p/l e 2 p/l onde os grupos de maior densidade passaram menos 

tempo explorando a Rampa e de modo complementar estes mesmos grupos gastaram 

mais tempo nos braços Planos [F(5, 124)=2.916, p=0,010] com diferenças significativas 

entre as densidades  0,25 p/l e 6 p/l e entre as densidades 0,5 p/l e 6 p/l (Figura 9-B). 

Contudo não foi observado interação entre Densidade X Tempo para o tempo na Rampa 

e no Plano – respectivamente [F(10, 124)= 0,507, p= 0,88], [F(10, 124)= 0,943, 

p=0,490] (Figura 10-A, B e C). 

No compartimento Central não foi encontradas diferenças significativas para 

nenhuma das analises; Tempo, Densidade Geral, e Densidade X Tempo – T:[F(2, 

124)=1.418, p=0,240], D: [F(5, 124)=0,228, p=0,950], I: [F(10, 124)=1.290, p=0,240] 

(Figura 9, 10 e 11).  

Para a atividade locomotora a relação entre os grupos alojados em diferentes 

períodos de Tempo foi encontrada diferença no número de entradas no Centro [F(2, 

124)=5.763, p=0,004], com os grupos alojados por 1 dia cruzando significativamente 

mais vezes que o grupo alojados por 7 dias (Figura 12-A). No compartimento Plano foi 

observado aumento no número de entradas nos grupos alojados por 1 e 30 dias com 

relação ao alojado 7 dias [F(2,124)=4.534, p=0.010] (Figura 12-A). Não foi observado 
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diferença significativa no número de entradas para os grupos de diferentes períodos de 

alojamento na Rampa. 

Também foram encontradas diferenças estatísticas na Densidade no quesito 

entradas na: Rampa, F(5, 124)= 2.649, p=0,02] para o grupo de 7 Dias em que o grupo 

alojado em densidade de 0,25 p/l entrou significativamente mais vezes neste 

compartimento que os grupos alojados em densidade de 2 p/l e 6 p/l (Figura 14-B). Não 

foi encontrado diferenças significativas para entradas no Centro e Plano – 

respectivamente: [F(5, 124)=1.848, p=0,100], [F(5, 124)=1.430, p=0,210] (Figura 14-

B), nem foi encontrado significância entres as densidades nos grupos de  1 Dia e 30 

Dias (Figura 14-A e C).  

Os dados mostraram interação entre Densidade X Tempo no número de entradas 

na Rampa [F(10, 124)=2.035, p=0,030] o pós teste mostrou significância entre os 

grupos alojados em densidade de 2 p/l nos períodos 1 dia e 7 dias e nos grupos alojados 

em densidade de 6 p/l para os periodos de 1 dia e 30 dias e 1 um dia e 7 dias. Os grupos 

mantidos em densidades de 2 p/l e 6 p/l   apresentaram aumento no número de entradas 

na Rampa quando comprados com os grupos de mesma densidade mas mantidos assim 

por mais tempo (Figura 13-A). Para os compartimentos Centro e Plano não foram 

encontradas diferenças (respectivamente: [F(10, 124)=1.787, p=0,070], [F(10, 

124)=1.265, p=0,260]). 
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Figura 9: Resultados para o tempo de permanência no teste de labirinto em cruz com 

rampa. O D. rerio, e outras espécies que ocupam o mesmo nicho ecológico, tem aversão 

à superfície, pois em condições naturais podem ser atacados por predadores aéreos, por 

esse motivo os braços com rampa representam uma região de auto risco por forçar os 

peixes a superfície. (A) Tempo de permanência nos braços planos, braços com rampa e 

centro entre grupos alojados por diferentes períodos de tempo – 1 7 e 30 dias; (B) 

Tempo de permanência nos braços planos, braços com rampa e centro entre grupos 

alojados em diferentes densidades – 1, 2, 4, 8, 16 e 24 sujeitos por aquário. (*) 

Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 10: Resultados para o tempo de permanência no teste de labirinto em cruz com 

rampa na interação Densidade X Tempo. O D. rerio, e outras espécies que ocupam o 

mesmo nicho ecológico, tem aversão à superfície, pois em condições naturais podem ser 

atacados por predadores aéreos, por esse motivo os braços com rampa representam uma 

região de auto risco por forçar os peixes a superfície. Cada gráfico apresentam os dados 

obtidos em um dos compartimentos. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 11: Resultados para o tempo de permanência no teste de labirinto em cruz com 

rampa. O D. rerio e outras espécies que ocupam o mesmo nicho ecológico tem aversão 

à superfície, pois em condições naturais podem ser atacados por predadores aéreos, por 

esse motivo os braços com rampa representam uma região de auto risco por forçar os 

peixes a essa região. Cada gráfico representa um grupo que foi alojado por períodos de 

tempo diferentes e dividido em seis subgrupos que variaram nas densidades de 

alojamento. (A) Tempo de permanência para os grupos alojados por diversas densidades 

pelo período de 1 dia; (B) Tempo de permanência para os grupos alojados por diversas 

densidades pelo período de 7 dia; (C) Tempo de permanência para os grupos alojados 

por diversas densidades pelo período de 30 dias. (*) Significância p≤0,05 – Teste de 

Tukey. 
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Figura 12: Resultados da atividade motora no teste labirinto em cruz com rampa. O 

aparato consiste em um aquário em forma de (+) contendo dois braços planos, dois 

braços com rampa e o centro. A atividade motora foi registrada considerando uma 

entrada sempre quando 2/3 do corpo do animal cruzou a linha que define o limite de 

cada compartimento. (A) Resultados para o número de entradas em cada quadrante em 

grupos alojados por diferentes períodos de tempo – 1, 7 e 30 dias; (B) Resultados para o 

número de entradas em cada quadrante em grupos alojados em diferentes densidades – 

1, 2, 4, 8, 16 e 24 sujeitos por aquário. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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Figura 13: Resultados da atividade motora no teste labirinto em cruz com rampa na 

interação Densidade X Tempo. O aparato consiste em um aquário em forma de (+) 

contendo dois braços planos, dois braços com rampa e o centro. A atividade motora foi 

registrada considerando uma entrada sempre quando 2/3 do corpo do animal cruzou a 

linha que define o limite de cada compartimento. . Cada gráfico apresentam os dados 

obtidos em um dos compartimentos. (*) Significância p≤0,05 – Teste de Tukey. 

 

 

D
en

si
d

a
d

e 
X

 T
em

p
o

 



52 
 

Figura 14: Resultados da atividade motora no teste labirinto em cruz com rampa. O 

aparato consiste em um aquário em forma de (+) contendo dois braços planos, dois 

braços com rampa e o centro. A atividade motora foi registrada considerando uma 

entrada sempre quando 2/3 do corpo do animal cruzou a linha que define o limite de 

cada compartimento. Cada gráfico representa um grupo que foi alojado por períodos de 

tempo diferentes e dividido em seis subgrupos que variaram nas densidades de 

alojamento. (A) Número de cruzamentos para os grupos alojados por diversas 

densidades pelo período de 1 dia; (B) Número de cruzamentos para os grupos alojados 

por diversas densidades pelo período de 7 dia; (C) Número de cruzamentos para os 

grupos alojados por diversas densidades pelo período de 30 dias. (*) Significância 

p≤0,05 – Teste de Tukey. 
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7. Discussão 

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito das condições de alojamento 

sobre o comportamento no D. rerio, ampliando o conhecimento sobre possíveis efeitos 

ambientais que reduzam o bem-estar dos animais criados em laboratório e possam 

alterar padrões comportamentais durante a coleta de dados. Visto que em alguns 

trabalho o zebrafish é mantido isolado antes de serem expostos as condições 

experimentais (Tran, Chatterjee, Gerlai, 2014). 

Os testes utilizados nesse estudo possuem duas dimensões: uma motora (número 

de cruzamentos e entradas) e outra afetiva (tempo gasto em cada compartimento); que 

nos permitem quantificar diferentes emoções (medo e ansiedade) já que cada um dos 

protocolos evoca uma parte da resposta defensiva (Micale, Kucerova, Sulcova, 2013). A 

Tabela 2 sumariza os efeitos encontrados em nosso trabalho. 

Tabela 2 Apresenta de forma simplificada as alterações que as variáveis: Tempo e 

Densidade, provocaram sobre os comportamentos observados em cada um dos testes. 

(X) alteração, ( - ) sem alteração. 

  DENSIDADE TEMPO 

 

MOTOR 

CE - X 

IP X - 

LCR X X 

 

AFETO 

CE - - 

IP - - 

LCR X X 



54 
 

a. Preferência Claro/Escuro 

Nossos resultados no CE mostram que os aumentos na Densidade e do Tempo 

de alojamento não alteram a percepção da ameaça potencial e por isso não altera o 

tempo gasto pelos animais no compartimento escuro (Tabela 2). 

A falta de efeito sobre a preferência pode indicar que o estresse causado pela 

condição de superlotação, aplicada nesse estudo (24 sujeitos – 6 peixes/l), foi de baixa 

intensidade. Um estudo anterior avaliou o efeito do alojamento sobre os níveis de 

cortisol no zebrafish mostrando uma elevação de até 4 vezes nos níveis hormonais  para 

sujeitos alojados em condições aguda (3h) e crônica (5 dias) em densidade de 41 

peixes/L (Ramsay et al., 2016).  

Contudo, em nosso estudo não tivemos a medida bioquímica, mas as condições 

de Tempo afetaram a atividade locomotora. O grupo alojado por 1 dia cruzou mais 

vezes entre os compartimentos em comparação ao grupo alojado por 30 dias. O mesmo 

foi observado na interação Densidade X Tempo, em que os grupos com densidade de 2 

p/l alojados por 1 dia transitou mais vezes entre os compartimentos em relação os 

grupos de mesma densidade mantidos por 7 e 30 dias. Foi observado também que para a 

densidade de 6 p/l, alojados por 30 dias, reduziu significativamente o número de 

cruzamentos quando comparado aos grupos de mesma densidade, porém armazenados 

por 1 e 7 dias.  

A análise dos dados em relação ao tempo de permanência (Figura 1-A e C) em 

conjunto com a redução da atividade motora pode estar relacionado ao comportamento 

semelhante à ansiedade de modo que alojar grupos em grandes densidades mostrou ter 

um efeito estressor que foi intensificado pelo tempo. Animais expostos a um ambiente 

novo tendem a elevar o comportamento de avaliação de risco, revezando sua atenção 
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entre explorar o ambiente novo e evitar se expor a possíveis predadores (McNaughton 

& Corr, 2004). 

No modelo clássico em que a ansiedade resulta do conflito – abordar VS evitar – 

McNaughton & Corr (2004), postulam que os comportamentos ligados à ansiedade são 

controlados por um Sistema de Inibição Comportamental que é um circuito responsável 

por intermediar as respostas do tipo aproximação ou evitação, inibindo o 

comportamento continuo, aumenta a apreensão anti-predatória e a excitação. Associado 

ao Sistema de Inibição Comportamental tem-se o Sistema de Abordagem 

Comportamental que está ligado à busca por recursos e o Sistema de Luta-Fuga-

Congelamento que está relacionado com a evitação defensiva sendo ativado sempre que 

o organismo se encontra diante de uma ameaça (McNaughton & Corr, 2004). 

Assim, em uma situação de conflito é possível observar o comportamento de 

avaliação de risco que participa do mecanismo de tomada de decisão coletando 

informações sobre a ameaça em um estado que os comportamentos de abordagem e 

evitação estão em equilíbrio e ainda o mecanismo de excitação mediado pelo Sistema de 

Inibição Comportamental é potencializado para que a condição de conflito seja superada 

(McNaughton & Corr, 2004).  

Em nosso estudo o tempo intensificou o efeito estressor da aglomeração por 

conta do aumento no número de relações nocivas entre os sujeitos no cardume nas 

disputas por espaço e dominância (Baldwin, 2010; Jorgensen, 1993; Spence, 2005), esse 

efeito pode ter promovido uma maior ativação do Sistema de Inibição Comportamental, 

com sobreposição do comportamento de evitação (Gray & McNaughton, 2003). De 

modo que, já foi relatado em estudo anterior que a exposição forçado do zebrafish a 
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estresse crônico tende a ter um efeito ansiogênico, reduzindo a atividade locomotora e 

aumenta os níveis de cortisol (Piato, et al., 2011) 

No trabalho de Mansur e colaboradores (2014) em que foi avaliado o efeito que 

múltiplos peixes (2, 4 e 8) testados simultaneamente no CE, foi observado que em 

densidades de 8 sujeitos a preferência se altera e os animais passam mais tempo no 

compartimento claro, sinalizando que o cardume tem um efeito ansiolítico, que reduz o 

estresse e a ansiedade . Contudo, nossos dados mostraram que o tratamento prévio com 

a exposição forçada a altas densidades por um período mínimo de 7 dias age como um 

estressor leve e crônico tendo um efeito ansiogênico reduzindo a exploração do CE, sem 

interferir na preferência pelo compartimento escuro. 

b. Inspeção de Predador 

Nossos resultados para a Inspeção de Predador revelaram que o Tempo e a 

Densidade Geral não alteraram de forma significativa a sensibilidade dos animais em 

relação à presença de um predador, na analise do parâmetro tempo de permanência 

(Tabela 2). Contudo é possível notar a repetição de um padrão com os animais 

explorando de forma relativamente homogênea o quadrante A3 (Figura 3- A, B), e ainda 

é possível notar que os grupos alojados em diferentes densidades (Figura 3- B) 

exploraram de foram densidade-depende os quadrantes próximos ao predador, embora 

não tenha havido diferenças significativas.  

O aumento na densidade intensificou o tempo gasto em A1 próximo ao predador 

e reduziu o tempo em A2, especialmente nos grupos alojados em densidade de 6 p/l, 

isso pode indicar que a densidade de alojamento agiu como um estressor intensificando 

a apreensão anti-predatória levando os sujeitos aglomerados gastarem mais tempo 

próximo ao predador em busca de informações. No zebrafish e em outras espécies que 
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tem afinidade por viverem em grupos, um ou mais sujeitos se afastam do grupo para 

inspecionar o predador (Maximino, et al 2010).  

O comportamento de inspeção de predador já foi relatado no ambiente natural 

em mamíferos, aves e peixes, sugerindo que esse comportamento possui um valor 

adaptativo anti-predatório (Giles, et al., 1984; Murphy, et al., 1991). Godin e 

colaboradores (1995) avaliaram o comportamento de inspeção de predador em guppies 

(Poecilia reticulata) em dois testes: em um os peixes tinham visão do predador 

(Aequidens pulcher) posicionado em um aquário vizinho; e em outro teste onde 

somente o predador tinha visão dos guppies. Eles demonstraram que o predador era 

menos propenso a atacar os sujeitos que os inspecionavam do que os que não adotavam 

essa estratégia. A inspeção apesar de ser uma abordagem arriscada possibilita aos 

inspecionadores coletar informações preciosas sobre as intenções do predador (Murphy, 

1991).  

No entanto os nosso resultados para a atividade locomotora encontraram 

diferenças estatísticas na Densidade Geral entre os grupos alojados nas densidades de  

0,25 p/l e 6 p/l, em que o grupo de maior densidade entrou menos vezes nos quadrantes 

A2 e A3, que também pode ser notada nos demais quadrantes, embora não tenha 

alcançado significância estatística. 

Sabe-se que condições estressoras prolongadas tem efeito prejudicial sobre o 

desenvolvimento do organismo (Ribas, et al., 2017). Embora não tenhamos dados 

bioquímicos neste trabalho, níveis elevados de cortisol foram associados a prejuízos no 

crescimento e no desempenho físico por alocação das reservas de energia para manter as 

respostas ligadas ao estresse (Barton. 2002; Clinchy et al., 2011; Archard et al., 2012) 
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Em salmonídeos foi encontrado uma correlação negativa entre densidade de 

estocagem e crescimento, possivelmente resultante do aumento de atividades nociva 

provenientes de interações sociais intensas (Jorgensen, 1993). E em um estudo realizado 

com a truta do ártico (Salvelinus alpinus) foi constatado que peixes sob estresse social 

apresentavam uma taxa de consumo de oxigênio semelhante às dos peixes forçados a 

nadar em velocidades moderadas (Christiansen et al., 1991). 

Por outro lado, embora o estresse crônico tende a ter um efeito nocivo e maior 

sobre o organismo (Ramsay et al., 2016; Piato, et al., 2011; Schoenfeld , et al., 2017), 

em nossos resultados no teste de IP não observamos efeito do tempo de alojamento 

sobre a exploração do aparato, mas encontramos diferenças com relação a densidade de 

alojamento.  

Essa redução na atividade locomotora pode estar ligada a um comportamento 

semelhante ao medo proveniente do estresse social da aglomeração, que possivelmente 

levou a ativação do Sistema de Inibição Comportamental com sobreposição do Sistema 

de Luta-Fuga-Congelamento (Gray & McNaughton, 2003). Sujeitos nessas condições 

podem superestimar o risco, de modo que memórias punitivas como, por exemplo, o 

alto nível de interações dentro do cardume com disputas por dominância e espaço, os 

torna mais sensíveis ao perigo (McNaughton & Corr 2004; McEwen, Eiland, Hunter, & 

Miller, 2012). Esse raciocínio pode ser corroborado pelos os dados da Inspeção de 

Predador em que o aumento na densidade elevou o tempo gasto próximo ao predador 

(mesmo que não significativo), possivelmente uma estratégia anti-predatória de 

inspeção e provocou uma redução da atividade locomotora, sobretudo no grupo de 

maior densidade. 
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c. Labirinto em Cruz com Rampa 

Este trabalho faz parte de um esforço conjunto para padronizar o Labirinto em 

Cruz com Rampa, como ele foi fortemente baseado no Labirinto em Cruz Elevado 

tentamos reproduzir os dados encontrados no LCE em roedores investigando o grau de 

homologias entre esses modelos. 

Assim, os nossos dados para o LCR mostram que o Tempo e a Densidade de 

alojamento agiram como estressores intensificando o comportamento defensivo 

reduzindo o tempo nos braços com rampa e aumentando a permanência nos braços 

planos (Tabela 2). Esses resultados são consistentes com a literatura encontrada para 

roedores onde a aglomeração tem um efeito ansiogênico (Botelho et al., 2007; 

Knyazeva, Loginova, Loseva, 2012; Lin, Meng, Choi, Magee, Stets, During, 2015; Lee, 

Obora, Bondonny, Toniolo, Mivielle, Yamaguchi, 2018). Botelho e colaboradores 

(2007) testaram ratos Wistar no Labirinto em Cruz Elevado após mantê-los alojados em 

diferentes densidades (1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16 e 24 sujeitos por gaiola) pelos períodos de 

1 e 14 dias e constataram que os animais mantidos na condição de superlotação 

entraram menos vezes nos braços abertos que o grupo controle (6 sujeito por gaiola), 

havendo uma intensificação da resposta nos grupos que passaram 14 dias aglomerados. 

O mesmo pôde ser observado em camundongos alojados em condição 

superlotação (7 animais por gaiola) pelo período de 13 semanas e testados no teste de 

campo aberto e labirinto em cruz elevado (Reiss, Wolter-Sutter, Krezel, Ouagazzal, 

2007). Reiss e colaboradores (2007) revelaram que a aglomeração reduziu a atividade 

motora no teste do campo aberto e da mesma forma o tempo e o número de entradas nos 

braços aberto do LCE, reforçando a ideia de que essa configuração representa um 

ambiente agressivo e estressante para os animais. 
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Os grupos alojados em condição de isolamento passaram mais tempo nos braços 

com rampa revelando que essa configuração tem um efeito ansiolítico sobre o D. rerio. 

Dados similares foram encontrados por Shams e colaboradores (2015) que isolaram o 

zebrafish por 90 dias e testaram os efeitos sobre a ansiedade no teste do campo aberto e 

registraram uma redução do comportamento de tigmotaxia. O mesmo foi observado em 

outros trabalhos que investigaram os efeitos do isolamento social no zebrafish por 

vários períodos (14, 15 e 30 dias), sugerindo que o isolamento tem um efeito ansiolítico 

sobre o D. rerio (Lapiz, 2003; Giacomini, 2015).  

Os dados de isolamento no zebrafish são inconsistentes com os achados sobre 

isolamento social em roedores que foi relatado como ansiogênico (Botelho, et al., 2007; 

Santos, et al., 2010). O efeito ansiolítico no zebrafish mantidos isolados pode estar 

relacionado ao contexto ecológico da espécie, assim como roedores (Kiyokawa, 

Shimozuru, Kikusui, Takeuchi, Mori, 2006; Bind, Minney, Rosenfeld, & Hallock, 

2013), peixes se comunicam através da liberação de feromônios no ambiente que podem 

sinalizar a presença de uma ameaça (Speedie, 2008; Mezzomo, Fontana, Müller, Duarte, 

Quadros, Canzian, 2019), mas por estarem em um contexto hídrico estes sinais 

químicos podem se manter por mais tempo em contato com os sujeitos, mesmo estando 

em um sistema que possui circulação de água constante. O que pode nos levar a supor 

que as condições empregadas na estocagem do D. rerio possam ter um efeito estressor. 

Assim em condição de isolamento o estresse depende somente da sua própria 

percepção, enquanto que em grupo a resposta ao estresse pode ser aumentada por sinais 

químicos/comportamentais dos outros membros do cardume (Giacomini, 2015), essa 

hipótese se mostra verdadeira quando notamos que o efeito ansiolítico não se apresenta 

quando um co-especifico esta presente, como é observado nos grupos com dois sujeitos 

por aquário (densidade de 0,5 p/l). Esse resultado é relevante para experimentos futuros 
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que pretendem mantes o zebrafish isolado antes de serem expostos as condições de 

estudo.  

O Tempo e a Densidade de alojamento também alterou a atividade locomotora 

no LCR. O grupo alojado por 1 dia cruzou significativamente mais vezes o 

compartimento central que o grupo de 7 dias. O compartimento central representa uma 

região de potencial ameaça, visto que é a única região do aquário que não possui 

paredes laterais e, portanto uma área de exposição (Walsh-Monteiro et al., 2016b). Os 

nossos dados para o tempo de permanência essa região do aparato mostram que os 

animais gastaram menos tempo nela do que nos demais braços, e que o alto índice de 

cruzamentos pode representar um índice de exploração geral do aquário. 

No compartimento plano grupo de 7 dias mostrou um menor número de entradas 

quando comparado aos demais tempo de alojamento. Esses resultados são similares aos 

encontrados na literatura para roedores (Botelho et al., 2007) em que um grupo com a 

mesma densidade foi alojado por 1-14 dias e mostrou uma redução na atividade 

locomotora. 

A Densidade (Figura 14 – B) de alojamento e a interação Densidade X Tempo 

(Figura 13- A) mostrou ter um efeito maior sobre os cruzamentos na Rampa de forma 

densidade-dependente, os grupos de maior densidade reduziram significativamente a 

atividade motora. Podemos inferir com base nos nossos resultados que em todos os 

grupos testados no LCR a aglomeração agiu sobre o zebrafish como um estressor social, 

e que possivelmente foi intensificada pela sinalização química liberada pelos co-

específicos no alojamento (Piato, 2011; Giacomini, 2015; Shafiei, 2012; Baldwin, 2010) 

reduzindo o número de entradas nos braços com rampa. 
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Curiosamente, encontramos efeito do alojamento sobre as densidades 2p/l e 6p/l, 

mas não encontramos nenhuma alteração para a densidade 4p/l (16 peixes por aquário) 

em nenhum dos protocolos aplicados neste trabalho. Levantamos a possibilidade de que 

a densidade de 4 p/l represente uma configuração menos agressiva para o zebrafish. 

Estudos futuros podem abordar de forma complementar as densidades entre 2p/l e 6p/l 

buscando de forma mais precisa um configuração otimizada para o alojamento. 

8. Conclusão 

Dado o exposto no presente estudo, podemos concluir que as condições de 

alojamento aplicadas aqui podem agir como estressores crônicos de baixa intensidade 

que alteram o comportamento do tipo ansiedade no zebrafish quando testados nos 

protocolos de preferência Claro/Escuro e no Labirinto em Cruz com Rampa e 

comportamento do tipo medo quando expostos ao teste de Inspeção de predador. 

Mostramos que o Tempo de alojamento teve efeito sobre a exploração do CE e que a 

Densidade Geral influenciou o padrão de exploração na IP. No LCR tanto Tempo como 

Densidade tiveram efeito sobre a exploração, o aumento nesses parâmetros intensificou 

o comportamento do tipo ansiedade no zebrafish. 

Os dados obtidos aqui mostram uma replicação parcial dos resultados 

encontrados em roedores, sobretudo os efeitos da aglomeração. Contudo, o mesmo não 

se aplica ao efeito do isolamento social, que tanto nos nossos resultados como os dados 

encontrados na literatura mostram ter um efeito ansiolítico sobre o zebrafish. Isso 

possivelmente pode estar relacionado ao contexto em que estas espécies vivem, sendo 

que no contexto do zebrafish o alojamento hídrico pode reter por mais tempo as 

sinalização químicas dos coespecificos e o mesmo não ocorre em sujeitos isolados. O 
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que pode nos levar a supor que as condições, comumente, empregadas na estocagem do 

D. rerio possam ter um efeito estressor. 

A comparação entre os resultados de estudos que investigam a superlotação no 

zebrafih sofre do mesmo problema observado em trabalhos com roedores, a grande 

variedade de sujeitos por alojamento, o tempo que são mantidos alojados e os tipos de 

testes aplicados. Mais estudos serão necessários para entender os efeitos da densidade 

de alojamento sobre o comportamento do D. rerio, uma vez que existem variáveis que 

não foram investigadas neste estudo, como o efeito da estocagem sobre características 

bioquímica.  

Desse modo, podemos concluir que as condições de alojamento tem forte 

influencia sobre o comportamento do D. rerio levando a varrições nas repostas com 

relação as densidades de alojamento se fazendo necessário uma maior atenção em 

trabalhos futuros quanto a estocagem desses animais. Aqui a densidade de 4 p/l não 

levou a alterações no comportamento por isso sugerimos como sendo a melhor opção.  
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