&

i
N Programa de Pés-Graduagao em
2 Teoria e Pesquisa do Comportamento UFPA
Programa aprovado pelo Conselho Superior de Ensino e Pesquisa da UFPA — Resolucdo 2545/98. Reconhecido
nos termos das Portarias N°. 84 de 22.12.94 da Presidente da Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - CAPES e N°. 694 de 13.06.95 do Ministério da Educacéo e do Desporto. Doutorado
autorizado em 1999.

Aspectos Paramétricos da Exposicao do Zebrafish (Danio rerio) ao Tanque Novo

Ana Clara Almeida Silva

Belém/ PA
2024



&

EIPPGTPC 49

N Programa de Pés-Graduagao em
2 Teoria e Pesquisa do Comportamento UFPA

Aspectos Paramétricos da Exposicao do Zebrafish (Danio rerio) ao Tanque Novo

Ana Clara Almeida Silva

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Teoria e Pesquisa do
Comportamento/UFPA, como requisito parcial
para a obtencdo do Titulo de Doutora em
Teoria e Pesquisa do Comportamento.

Orientador: Prof. Dr. Amauri Gouveia Jr.

Belém/ PA
2024



I PPGTPC &%

b Programa de Pos-Graduagao em
Teoria e Pesquisa do Comportamento UFPA

Dados Internacionais de Catalogag¢ao-na-Publicagao (CIP)

UFPA/NUcleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento/Biblioteca

S586a  Silva, Ana Clara Almeida, 1987-
Aspectos paramétricos da exposi¢cido do Zebrafish (Danio rerio) ao
tanque novo / Ana Clara Almeida Silva. — 2024.
88 1. il. color

Orientador: Amauri Gouveia Jr.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Para, Nucleo de
Teoria e Pesquisa do Comportamento, Programa de Pos-Graduacéao
em Teoria e Pesquisa do Comportamento, Belém, 2024.

1. Anadlise do comportamento. 2. Ecoetologia. 3. Zebrafish:
peixe-zebra. 4. Tanque Novo (teste)- comportamento - ansiedade. 5.
Parametria. 6. Controle de estimulos. |. Titulo.

CDD -23.ed. 150.77

Catalogacéo na fonte: Maria Célia Santana da Silva — CRB2/780.




I PPGTPC &%

b Programa de Pos-Graduagao em
Teoria e Pesquisa do Comportamento UFPA

Ana Clara Almeida Silva, Programa de Pd6s-Graduacdo em Teoria e Pesquisa do
Comportamento, Universidade Federal do Para, Belém-PA, Brasil.

Contato: Nome Completo.

Mail: aclara.psi@gmail.com




I PPGTPC &%

b Programa de Pos-Graduagao em
Teoria e Pesquisa do Comportamento UFPA

Defesa de Doutorado

“Aspectos Paramétricos da Exposicao do Zebrafish
(Danio rerio) ao Tanque Novo.”

Aluna: Ana Clara Almeida Silva.
Data da Defesa: 28 de junho de 2024.
Resultado: Aprovada.

Banca Examinadora:

[MOm g TV 35 5 WSl 0 VR b i

ub AMEALIY GOV SIHEDR
Do 01,507/ 3024 11 2 e8E-03E

vewilque e hiips: vl dar. il pov.sr

Prof® Dr.® Amauri Gouveia Janior (orientador — UFPA).

DomDiToE V10 345 Ml o V00 b e e

ub AHDIRSOMN WANILL HERTCULAKD DL NTIRA DA,
g Disla 01,07/ 2024 11:11:36-0300
_— v i e vt 52/ (vl cla . P g b _—
Prc no Oliveira da Silva (membro 1 — UFPA).
(Dvzem ey detebd ol s 58 i U vrae
“b ARDEE LT WAAT MALSH HONTEIRD
g gt 0L/ 202 iS50
‘ersfique em b ek ar it gov, be

Prof® Dr ® André Tmiz Viard Walsh Monteiro (membro 2 — IFPA).

M o0 et ol b o P

ub GABRIILA S0UZA DO RASCIMINTD
g D i 35800 (2800 B 15 L0000

TR s 71 VT B e b

Prof® Dr.® Gabriela de Souza Nascimento (membro 3 — UNINOVE).

Db ey et 1l e 8 O e

ub DA M LIRS, CORTES FATIRG
g D i 380G N0 B S5 520000

TR Cpaes 71 VTR i e, b

“Prof ® Dr.* Diana Milena Cortés Patind (membro 4 — UFPA).



PPGTPC 82

' Programa de Pos-Graduagao em
Teoria e Pesquisa do Comportamento UFPA

=

Termo de Autorizacdao e Declaracao de Distribuicdao nao
exclusiva para Publicacao Digital no Repositdrio Institucional
da UFPA

IDENTIFICACAO DO AUTOR E DA OBRA
Autor*: Ana Clara Almeida Silva

Vinculo com a UFPA: { ) Servidor; ( x) Discente Unidade: Nucleo de Teoria e Pesquisa do
Comportamento

Sub Unidade: Programa de Pos-Gradagio em Teoria e Pesquisa do Comportamento
Tipo do documento: (x) Tese: { ) Dissertagio; ( ) Livro; ( ) Capitulo de Livro; ( ) Artigo de Periddico;
{ )Trabalho de Evento; ( ) Outro. Especifique:

Titulo do Trabalho: Aspectos Paramétricos da Exposicio do Zebrafish (Danio rerio) ao Tanque Novo

Data da Defesa: 28/06/2024 Area do Conhecimento: Ecoetologia de organismos infra-humanos

TERMO DE AUTORIZACAQ

Na gualidade de titular dos direitos de autor da publicagdo, autorizo a UFPA a disponibilizar de acordo com a licenga
publica Creative Commons Licenga 3.0 Unported, e de acordo com a Lei n2 9610/98, o texto integral da obra citada,
conforme permissGes abaixo por mim assinaladas, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a partir desta data.

Permitir o uso comercial da obra?

() sim

(x) Ndo

Permitir modificagdes em sua cbra?

() Sim, contanto que compartilhem pela mesma licenca
(x) Ndo

O documento esta sujeito ao registro de patente?

() Sim
(x) N3o

Documento assinade degitalmene
A obra continua protegida conforme a Lei Direito Autoral. g “b ABA CLARA ALMEIDA SILVA

Duartac 06,09 2004 14:16-55-0300

Werifique em hitps: | falidaribgovbr

Belém(PA), 16 /07/2024 Assinatura do Autor e/ou Detentor dos Direitos do Autor




Esse trabalho é dedicado ao meu Matias que me acompanhou no primeiro ano de doutorado,
que me fez pensar onde, como e com guem eu gostaria de estar durante 0s proximos 4 anos e
que infelizmente me deixou tdo cedo, porém as lembrancgas do seu amor me deram forcas

para continuar e suportar a sua falta.



Agradecimentos

Primeiramente eu gostaria de agradecer a todos aqueles que contribuiram para que esse
doutorado fosse possivel. Obrigada Thiago que além de me apresentar o Amauri foi quem me
iniciou na pesquisa, obrigada a minha banca de qualificacéo, principalmente ao André que fez
contribui¢cbes que me ajudaram a compreender com mais clareza 0s meus proximos passos.
Obrigada Silvio Morato pelas contribui¢des na minha qualificacdo e pelas andancas por Belém.
Obrigada Silvio Vitor por ter estudado um meio de me ajudar a fazer essa coleta de dados
acontecer. Um grande agradecimento a todos que “colocaram a mao na massa comigo”!

Aproveitando que eu falei sobre Belém, eu gostaria de agradecer a Paula, a Marlene, a Socorro
e a Mia por terem me acolhido em casa mesmo sem me conhecer direito.

Eu gostaria de agradecer também meus sogros Cristina e Pedro por sempre tentarem facilitar a
minha vida. Obrigada também ao Heitor, a Kizzy, ao Raul e agora a Laura que oportunizaram
gue eu amasse essas criaturinhas que eu sinto tanta falta. Obrigada Kizzy por dizer “duvido”
quando eu disse que néo ia fazer o doutorado, vocé sabia antes de mim!

Gostaria de agradecer ainda as minhas amigas de Sao Paulo que deixaram uma parte desse
tempo mais leve! Obrigada principalmente a Lais que foi meu suporte e continua sendo mesmo
que de longe.

Obrigada aos meus amigos de Cuiaba, principalmente Jonatan, Douglas e Anny, eu posso
parecer pouco afetuosa, mas eu amo muito voces.

Eu também quero agradecer imensamente a Ménica, minha terapeuta maravilhosa que nunca
soltou a minha mao e ao Emmanuel que me deu tanto suporte (e continua dando) nesse
momento da minha vida.

Eu também acho importante agradecer a todos e todas meus/minhas clientes, pois eu ndo parei
de trabalhar, porém tive que fazer algumas pausas nos atendimentos para conseguir continuar
o doutorado. Eu sei que vocés torcem por mim, eu sou agradecida por ter relacfes tdo genuinas.

Eu ndo posso deixar de escrever um agradecimento especial para meu orientador Amauri e se
alguém estiver lendo, ja estou avisando de antemé&o que os trés proximos paragrafos sao longos.
Eu conheci o Amauri e a “energia bateu”, eu ndo sei explicar, mas a gente se deu bem
rapidamente. O Amauri se tornou meu orientador e um amigo que eu prezo muito. O Amauri
como orientador faz o que todos os orientadores deveriam fazer: orientar! Digo isso porque eu
soube bem mais tarde que eu fui sortuda por ter tido bons orientadores tanto no mestrado quanto
no doutorado. Eu aprendi sobre ciéncia, sobre a vida, sobre a relacdo entre as diferentes
abordagens da psicologia e regifes do Brasil, quase chorei, ri muito nas orientacoes, enfim, foi
muito bom, no que dependeu dele, foi tudo muito mais fécil. Ele ja ouviu tudo isso de mim,
mas agora vai ficar registrado nessa tese. Obrigada por ser essa pessoa 0tima que vocé é e por
me deixar fazer parte da sua vida.

Eu sei que cdes ndo podem ler, mas eu gostaria de deixar registrado o0 quanto eu sou grata por
ter Davizinho me acompanhando nesses 3 Ultimos anos. Davizinho esteve comigo em diversas
situagdes, boas e ruins. Ele sempre estava e estd comigo com aquele olhar mais doce sendo o
cachorro mais amavel do mundo. Davi me deu forgas para continuar quando as piores coisas
aconteceram na minha vida. Obrigada meu menino por iluminar os meus dias, por me
acompanhar em todos 0s processos desse doutorado e sigamos com vocé importunando seus
irmdos demoncats Mandy, Billy e Pudim. Eu amo meus filhos (a tese € minha, eu os chamarei
de filhos sim!) e de alguma forma, essa tese s6 tem algum sentido por causa deles.



Por fim, eu queria agradecer ao Pedro, amor da minha vida, minha estrela guia. Em 4 anos a
gente viveu coisas muito boas, mas também vivenciamos as piores situagdes das nossas vidas.
Vocé é tdo importante que mesmo longe estava comigo, sdo muitos anos juntos e eu acho que
0 “destino” ¢é ficarmos juntos. Em 2020 nds ganhamos nossa estrelinha Matias, em 07/09/2021
a vida nos tirou nosso amor. Para muitas pessoas um cachorro é s6 um cachorro, mas para mim,
0 Matias era minha vida, a nossa vida, né? Com a morte dele, tudo na minha vida ficou abalado,
Vvocé bem sabe que eu me tornei outra pessoa, mais endurecida, mais fria, mais desligada de
tudo e eu sei que vocé sofreu e sofre ainda com isso, mesmo assim Vocé estava junto comigo
segurando a outra méo para que eu continuasse esse doutorado e terminasse. Eu amo vocé e eu
gostaria de deixar nesse ultimo paragrafo esse agradecimento a vocé, pois sem voceé isso tudo
aqui seria muito mais dificil.



“Duas coisas sao infinitas: o universo e a estupidez humana e eu nao tenho certeza sobre
0 universo.”
(Albert Einsten)



Almeida Silva, A. C. (2024). Aspectos paramétricos da exposicdo do zebrafish (danio
rerio) ao tanque novo. Tese de doutorado. Programa de P6s-Graduacdo em Teoria e

Pesquisa do Comportamento, Universidade Federal do Pard, Brasil. Belém-PA, 68 p.

RESUMO

O teste do Tanque Novo (NTT) é um teste que avalia comportamentos do tipo ansiedade
induzidos em peixes, permitindo analisar principalmente a exploracdo do peixe na superficie
versus a exploracdo no fundo do tanque. O NTT foi introduzido pela primeira vez com o
objetivo de mostrar uma preferéncia inicial do Zebrafish (Danio rerio) pelo fundo de um tanque
novo (ambiente novo). Posteriormente a essa introducgdo, foi publicado um protocolo para
medicdo de respostas comportamentais e enddcrinas quando o zebrafish é colocado em novos
ambientes. Apesar de ser utilizado no mundo todo, poucos foram os autores que se propuseram
a analisar o os parametros comportamentais basais deste teste. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo avaliar sete parametros: sexo dos animais, formato e tamanho do tangue,
intensidade luminosa, periodo do dia para realizacdo do teste, reexposicdo de 15 minutos e 24
horas, e tempo total de teste/habituacdo. De modo geral, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas na comparacdo entre 0 sexo dos animais, formato do tanque, reexposicdo de 15
minutos e 24 horas, em contrapartida, foi observado que o tamanho do tanque, o periodo do
dia e o tempo total de teste podem alterar os comportamentos do tipo ansiedade no zebrafish.

Palavras-chave: Teste do Tanque Novo (NTT), Zebrafish, Parametria, ansiedade, controle de

estimulos
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ABSTRACT

The Novel Tank Test (NTT) is a test that evaluates anxiety-like behaviors induced in fish,
allowing to analyze mainly the exploration of the fish on the surface versus the exploration at
the bottom of the tank. The The NTT was first introduced with the aim of showing an initial
preference of the Zebrafish (Danio rerio) for the bottom of a novel tank (new environment).
After this introduction, a protocol was published for measuring behavioral and endocrine
responses when zebrafish are placed in novel environments. Despite being used all over the
world, there were few authors who proposed to analyze the baseline behavioral parameters of
this test. Therefore, this work aimed to evaluate seven parameters: sex of the animals, shape
and size of the tank, light intensity, time of day for carrying out the test, re-exposure of 15
minutes and 24 hours, and total time test/habituation. In general, no statistical differences were
found when comparing the sex of the animals, the format of the tank, 15-minute and 24-hour
re-exposure. On the other hand, it was observed that the size of the tank, the period of the day
and the total test time may alter anxiety-like behaviors in zebrafish.

Keywords: New Tank Test (NTT), Zebrafish, Parametrics.
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1 INTRODUCAO

O teste do Tanque Novo (NTT) é um teste que mede a locomocéo e exploracdo do
peixe pela superficie do Tanque versus a exploracdo do mesmo pelo fundo do tanque. E um
teste que analisa respostas de estresse e avalia comportamentos do tipo ansiedade induzidos
em peixes (Alia & Petrunich-Rutherford, 2019; Chin et al., 2019; Hong & Zha, 2019; Kysil et
al., 2017; Abreu et al., 2016; Mezzomo et al., 2016; Walsh-Monteiro et al., 2016; Parker, 2015;
Maximino et al., 2013; Blaser & Rosemberg, 2012; Stewart et al., 2012; Cachat et al., 2011).

O NTT foi introduzido pela primeira vez por Levin et al. (2007), tendo sido utilizado
para mostrar uma preferéncia inicial do Zebrafish (Danio rerio) pelo fundo de um tanque novo
(ambiente novo). Posteriormente, Cachat et al. (2010a) publicaram um protocolo para medicao
de respostas comportamentais e endocrinas relacionadas ao estresse quando o Zebrafish é
colocado em novos ambientes.

O NTT é um teste utilizado para avaliar comportamentos do tipo ansiedade no
Zebrafish, ja que essa espécie comumente vive em cOrregos, canais, valas, riachos e lagoas, em
4guas estagnadas, particularmente em arrozais da Asia, ou seja, ambientes nos quais o sujeito,
em fungdo da sua ecologia tende a explorar mais a parte profunda da coluna d’agua em
detrimento do topo tanto do seu habitat natural quanto do NTT (Talwar & Jhingran, 1991; Tran
& Gerlai, 2013).

O tanque utilizado no NTT consiste principalmente em um tanque trapezoidal (Levin,
etal., 2007%), podendo apresentar variagdes em seu formato, tamanho, cor e material (Haghani
et al., 2019; Kalueff et al., 2017; Mezzomo et al., 2016; Giacomini et al., 2016; Blaser &
Rosemberg, 2012; Parker et al.,, 2012; Stewart et al., 2010). De qualquer forma,

independentemente de suas variagdes, o tanque geralmente é dividido em duas metades (topo

1 0 tanque utilizado inicialmente era 0 mesmo em que os peixes ficavam alocados em uma estante e o formato
era trapezoidal.
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e fundo) (Cachat et al., 2010a), contudo ele também pode apresentar variacdes nessas divisdes
(ex.: topo, meio e fundo) (Levin et al., 2007; Bencan et al. , 2009; Sackerman et al., 2010).

Desta forma, o NTT permite também avaliar outros comportamentos do tipo
ansiedade além da frequéncia e tempo total no topo e fundo, tais como: laténcia para entrar no
topo do tanque, numero e tempo despendidos em movimentos erraticos, frequéncia e tempo
total de geotaxia (tempo total em que os animais ficaram posicionados no fundo mais proximo
ao substrato do tanque), numero de ciclos de congelamento (auséncia total de movimento,
exceto pelas guelras e olhos, por 1 segundo ou mais) e duracédo total dos congelamentos em
ambos os compartimentos do tanque teste (Aponte & Petrunich-Rutherford, 2019; Kysil et al.,
2017; Mezzomo et al., 2016; Raymond et al. , 2012; Egan et al., 2009).

Para além dessas medidas, o NTT também vem sendo utilizado para analisar
comportamentos de habituacdo e atividade motora em peixes avaliando a distancia total geral
e a velocidade média dos sujeitos experimentais dentro do tanque (Alia & Petrunich-
Rutherford, 2019; Aponte & Petrunich-Rutherford, 2019; Giacomini et al., 2016; Raymond et
al., 2012; Ahmad & Richardson, 2012; Wong et al., 2010).

Com relacdo aos estudos farmacoldgicos, o NTT demonstrou que tanto as substancias
ansioliticas quanto as ansiogénicas podem influenciar nas respostas de habituacéo e induzir
mudanc¢as em certos comportamentos dos peixes, tais como: congelamento, movimentos
erraticos, hiperatividade e geotaxia (Rosemberg et al., 2011). Sendo assim, 0 uso desse teste
indicou alta sensibilidade a drogas ansioliticas e ansiogénicas (Tabela 1) (Alia & Petrunich-
Rutherford, 2019; Macri et al., 2019; Jat et al., 2018; Marcon et al., 2018; Kalueff et al., 2017,
Giacomini et al., 2016; Stewart et al., 2015; Parker et al., 2012; Stewart et al., 2012; Cachat et
al., 2010; Levin et al., 2007).

O NTT, se configura como um simples e importante modelo de estudo dos

comportamentos do tipo ansiedade em peixes, j& foi utilizado em diversas publicagdes para
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avaliacao desses comportamentos, tendo sido utilizado em diversos outros trabalhos cientificos
(Fontana et al., 2022; Bozi et al., 2021; Anwer et al., 2021; Aponte & Petrunich-Rutherford,
2019; Chin et al., 2019; Haghani et al., 2019; Jat et al., 2018; Kalueff et al., 2017; Kysil et al.,
2017; Mezzomo et al, 2016; Giacomini et al., 2016; Parker, 2015; Gerlai, 2013; Tran & Gerlai,
2013; Blaser & Rosemberg, 2012; Parker et al., 2012; Raymond et al., 2012; Sloman & McNeil,
2012; Cachat et al., 2011; Cachat et al., 2010; Stewart et al., 2010; Wisenden, 2010; Wong et
al., 2010; Bencan et al., 2009; Egan et al., 2009; Parra et al., 2009; Speedie & Gerlai, 2008;
Levin et al., 2007). Porém apesar da vasta utilizacdo do NTT, até o0 momento, o teste ndo tinha
passado por um estudo consistente de suas propriedades paramétricas, ou seja, ndo tinha sido
realizada uma testagem dos diversos parametros para determinar quais destes sdo relevantes
para a evocacdo de comportamentos do tipo ansiedade no organismo testado (Parker et al.,
2012; Parker, 2015; Marcon et al., 2018).

Uma analise paramétrica consistente de um teste incide em manipular e em controlar
diferentes parametros. No caso do NTT, é necessario avaliar diversas propriedades, tais como:
formato (trapezoidal e retangular), medidas do tanque, luminosidade, periodo do dia em que o
teste € realizado, tempo de teste, linhagem dos animais, sexo, idade, condi¢des laboratoriais da
aplicacdo do teste, condicdes do biotério e se possivel a utilizacdo de drogas ansioliticas e
ansiogénicas (Maximino et al., 2010b).

Em 2016, Walsh-Monteiro et al. realizaram uma analise farmacoldgica do Labirinto
em Cruz com Rampa (LCR) que revelou a importancia de uma analise paramétrica do NTT, ja
que o LCR foi baseado no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para roedores e era necessario
comprovar que o teste media aquilo que se propunha a medir. Para tal validacdo, os autores
Walsh-Monteiro et al. (2016) utilizaram drogas com efeito ansiolitico (clonazepam e alcool) e
analisaram os efeitos dessas substancias utilizando como parametros a duracao total do teste e

a altura da coluna d’agua.
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Nessa anéalise, Walsh-Monteiro et al. (2016) concluiram que independente da duracao
total da sessdo do teste e da altura da coluna d’agua, os animais apresentaram preferéncia inicial
pelos bracgos planos do tanque, entrando e permanecendo pouco tempo nos bracos com rampas
do tanque (menor coluna d’agua). Os pesquisadores também perceberam que quanto menor a
coluna d"agua mais aversivo 0 tanque se tornava para 0s animais, sendo que indiferente do
tempo total de teste, a resposta dos sujeitos era a mesma. Tal analise confirmou a importancia
de parametrizar testes comportamentais, a fim de possibilitar afirmar que tal comportamento
esta sob controle de determinado estimulo e ndo de qualquer outro (Maximino et al., 2007).

Apesar da lacuna referente a parametria NTT, alguns autores se propuseram ha alguns
anos a realizar estudos que definiram alguns parametros importantes para utilizar o teste. Parker
et al. (2012) manipularam varidveis relacionadas as condi¢cdes do biotério dos animais e
concluiram que o periodo do dia e a hora em que o NTT ¢ realizado pode afetar a avaliacdo
dos comportamentos do tipo ansiedade nos animais testados. Do mesmo modo, Stewart et al.
(2015) observaram diferencas sutis no desempenho dos peixes testados no NTT em dias
diferentes, sugerindo certa dificuldade em estabelecer confiabilidade relacionada ao teste-
reteste do NTT.

Ainda sobre as condicGes do biotério, Shishis et al. (2022) realizaram um estudo com
0 intuito de investigar o impacto fisiolégico e psicolégico ao manipular a densidade
habitacional dos animais nos tanques viveiros. Os autores trabalharam com animais da espécie
Danio rerio, tendo sido utilizado trés tamanhos de tanque (1.5, 10 ou 50 L) com densidades
que variavam entre 1, 2 ou 4 peixes/L e concluiram que tanto o tamanho do tanque quanto a
densidade populacional exercem efeitos nos comportamentos dos animais, porém os autores
afirmaram que seriam necessarios mais testes com maior variabilidade de tamanho e densidade
populacional para confirmar hip6teses sobre efeitos em comportamentos de medo, ansiedade e

estresse.
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Ja os autores Marcon et al. (2018), Parker (2015) e Parker et al. (2012) descobriram
que manter o zebrafish isolado ou apenas em duplas por cerca de duas semanas que antecedem
o teste pode mascarar a eficacia de algumas toxinas do ambiente que afetam comportamentos
sutis dos peixes. Os pesquisadores também perceberam que o isolamento social crénico pode
reduzir o cortisol, contudo o isolamento agudo, pode favorecer o0 aumento dos niveis de
cortisol.

Do mesmo modo, Fontana et al. (2022) utilizaram o NTT sem realizar a troca de 4gua
do tanque teste entre um teste e o proximo. Os autores observaram que utilizar a mesma agua
do teste anterior pode modificar o tempo de permanéncia dos animais da espécie Danio rerio
no topo do tanque e freezing. Além disso, 0s autores observaram niveis elevados de cortisol,
indicando que os animais apresentavam o aumento desse hormdnio em funcéo da falta de troca
de &gua. Isso mostra que em experimentos comportamentais € necessario evitar usar a mesma
agua ao testar varios peixes.

Desta forma, tanto Parker et al. (2012) quanto Stewart et al. (2015) destacaram 0s
desafios que pesquisadores mais experientes e novos pesquisadores vem enfrentando ao
realizar estudos ou pesquisas sobre comportamentos do tipo ansiedade em vertebrados
aquaticos, bem como os autores ressaltam a importancia de que deve existir uma consideracao
cautelosa das condi¢cdes ambientais e gerais do biotério, do laboratério onde os testes
acontecem e das condigdes experimentais.

Além do mais, Parker (2015) mostrou em seu estudo o quéo dificil e desafiador é
maximizar a confiabilidade e validade ecol6gica em ensaios com vertebrados aquaticos, bem
como Maximino et al. (2010a) mostraram em seu estudo o qudo importante é realizar a
parametria de um teste para compreender suas bases neurais e suas relagdes com o0s

comportamentos estudados.
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1.1 OBJETIVO GERAL
Realizar uma andlise paramétrica do NTT, avaliando os efeitos de diferentes

parametros.

1.1.1 Objetivos Especificos

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao comparar os formatos trapezoidal
e retangular quanto ao desempenho do zebrafish no NTT.

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao comparar os sexos (fémeas e
machos) guanto ao desempenho do zebrafish no NTT.

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao comparar diferentes tamanhos do
tanque (medidas reduzidas pela metade e medidas dobradas utilizando como referéncia o
tanque regular) quanto ao desempenho do zebrafish no NTT.

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao comparar diferentes intensidades
luminosas (125, 250 e 500 Iimens) quanto ao desempenho do zebrafish no NTT.

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao comparar os trés periodos do dia
(matutino, vespertino e noturno) quanto ao desempenho do zebrafish no NTT.

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao reexpor 0s animais no teste apos
15 minutos da finalizacdo da testagem anterior no que se refere ao desempenho do zebrafish
no NTT.

Verificar se ha diferenca estatistica significativa ao reexpor os animais apos 24 horas
da finalizac&o da testagem anterior no que se refere ao desempenho do zebrafish no NTT.

Realizar a curva de habituagéo do zebrafish.
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2 METODO
2.1 SUJEITOS

Foram utilizados no total 132 (cento e trinta e dois) zebrafish (n=132), de ambos os
sexos, com idade minima de 2 e maxima de 6 meses, adquiridos na Agquaflowers em Osasco —
SP, distribuidos em:

a) 24 (vinte e quatro) zebrafish para os testes de formato e sexo.

b) 24 (vinte e quatro) zebrafish para o teste de luminosidade/limens.

c) 24 (vinte e quatro) zebrafish para o teste de dimens6es/tamanho do tanque.

d) 24 (vinte e quatro) zebrafish para o teste do periodo do dia.

e) 12 (doze) zebrafish para o teste de reexposi¢do de 15 minutos.

f) 12 (doze) zebrafish para o teste de reexposicao de 24 horas.

g) 12 (doze) zebrafish para os testes de tempo total de teste e habituacéo.

O zebrafish é um peixe de agua doce que mede em torno de 5 centimetros quando
adulto (90 dias), vive em corregos, canais, valas, riachos e lagoas, em aguas estagnadas,
particularmente em arrozais da Asia. As condices do ambiente em que o zebrafish vive é com
0 pH da &gua entre 6 e 8, a dureza da agua entre 5 e 19mg/L e a temperatura da agua variando
entre 18°C e 24°C. Os animais costumam a viver em grupos de 5 ou mais individuos,
alimentando-se de larvas de insetos, minhocas e pequenos crustaceos (Talwar & Jhingran,

1991).

2.2 MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Apdbs a compra, 0s animais foram transportados de automovel para o biotério em um
saco plastico com agua do aquario viveiro e ar. Os sacos eram proprios para o transporte de
peixes. O transporte levou entre 15 e 60 minutos até chegar ao biotério. Ao chegar no biotério,

cerca de 80% da agua do saco foi retirada e o saco plastico foi novamente preenchido com agua
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do tanque do biotério até igualar a quantidade de &gua que restou no saco (50% da agua que
restou somado a 50% de agua do tanque do biotério). Posteriormente, os sacos foram amarrados
e deixados em cima da agua dos tanques do biotério para igualar a temperatura da agua por 30
minutos. Em seguida, os animais foram colocados nos tanques do biotério utilizando uma rede
propria para aquarios. Os animais passaram 15 dias em periodo de habituacdo antes de
passarem pelo NTT.

Durante toda a coleta de dados, os animais foram mantidos em quatro tanques viveiros
de vidro medindo 60 x 30 x 40 cm (Dias et al, 2017) dividindo o0 espaco com no minimo 12 e
no maximo 30 outros animais da mesma espécie, tendo no minimo 1L de agua por animal.
Cada tanque era composto por uma lampada de 15W de LED (equivalente a 60W
incandescente ou 800 Iimens) amarela, um medidor de temperatura fixado em uma das paredes
da parte de fora do tanque, um termostato individual acoplado dentro do tanque ajustado em
20°C e um filtro de esponja individual ligado através de uma mangueira transparente a um
compressor de ar oxigenador com 4 saidas independentes.

No que se refere as condicGes do biotério, a exposicdo a luz foi controlada num ciclo
de 14/10 iniciado as 06h da manha e finalizado as 20h da noite. A condicéo da agua foi medida
semanalmente com um medidor de pH 7 em 1 (caneta de teste de agua). Durante os meses em
gue ocorreram 0s experimentos, o pH da agua foi mantido entre 7 e 8, a alcalinidade na faixa
de 50-150mg de CaCOs/L, a dureza da agua acima de 75mg/L, a salinidade em torno de 0,5-2
g/L, o oxigénio acima de 4mg/L, os compostos nitrogenados abaixo de 0,02 mg/L e a
temperatura da dgua entre 19°C e 22°C.

Os peixes foram alimentados uma vez por dia no periodo matutino entre 8h e 12h com
racao propria para a especie (Ace Pet Flocada, Kallina fabricante, So Paulo/SP). Nos dias em
gue ndo houve testes, os animais foram alimentados entre 8h e 9h da manh4, nos dias em que

houve testes, os peixes foram alimentados entre 10h e 12h da manha apds as testagens, com
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excecao do teste do periodo do dia, no qual os animais foram alimentados entre 8h e 9h da
manhd e os testes foram realizados a partir das 16h. Durante todos os testes, 0s peixes
permaneciam em um jejum que variou entre 22 a 26 horas e nos testes de periodo do dia, 0s
animais ficavam em jejum por um periodo que variou entre 8 e 16 horas.

Todos os animais que passaram pelos testes foram retirados juntos do tanque do
biotério 30 minutos antes dos testes serem iniciados. Nos dias de teste foram retirados do
biotério e testados no minimo 4 e no maximo 12 animais. Para tanto, os peixes foram colocados
em um tanque de transporte de plastico transparente, medindo 32 x 24 x 10 cm, ficando todos
0s animais juntos até 0 momento em que cada um foi retirado individualmente para a testagem.

Foi usada a 4gua dos tanques viveiros tanto para os testes quanto para o transporte dos
animais até o local em que os testes foram realizados. Apo6s serem retirados dos tanques
viveiros, todos os animais ficaram 30 minutos juntos dentro desse recipiente de plastico para
aclimatacdo dentro do laboratério em cima da bancada onde os testes eram realizados, antes
dos testes iniciarem.

Apbs cada teste, 0 animal testado era colocado dentro de outro tanque de transporte
de plastico, semelhante ao tanque de transporte usado antes dos testes, medindo 32 x 24 x 10
cm. Todos os animais foram colocados nesse recipiente e devolvidos para o tanque viveiro em
que ndo havia outros animais que tinham passado por algum teste. Apos as testagens, 0s
animais foram doados ou devolvidos para a distribuidora.

Foram realizadas no total 5 compras/recebimentos de peixes com o intuito de manter
a idade dos peixes durante as testagens (entre 2 e 6 meses), todas as compras foram feitas com
0 mesmo distribuidor entre as datas de 20 de abril de 2024 e 22 de junho de 2024.

Todos os experimentos foram administrados pelo Laboratério de Ensino e Psicologia
em Psicologia Experimental (LEPPEX), Servico Aplicado de Psicologia (SPA) da

Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Todo o manejo dos animais foi realizado de
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acordo com as diretrizes para a conduta ética no cuidado e uso de animais em pesquisas, sendo
que o projeto de pesquisa teve o parecer aprovado pelo Comité de Uso de Animais Regional

da UFMT em 30 de julho de 2021 (parecer n°® 23108.077275/2020-91).

2.3 EQUIPAMENTOS
2.3.1 Tanque Trapezoidal

Tanque trapezoidal (Figura 1) seguindo as dimensdes propostas na literatura (Levin et
al., 2007), sendo 15,2 cm altura x 27,9 cm comprimento do topo x 22,5 cm comprimento do

fundo x 7,1 cm de largura (Tabela 1).

Figura 1. Tanque trapezoidal. Fonte: Fontana et al. (2021).
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2.3.2 Tanque Retangular

Tanque retangular (Figura 2) seguindo as dimensdes propostas na literatura (Levin et
al., 2007), sendo 15,2 cm altura x 22,5 cm comprimento x 7,1 cm de largura (Tabela 1). Esse
equipamento sofreu variagbes em todas as suas dimensdes, teve seu tamanho reduzido pela

metade, como também teve todas as suas medidas dobradas (Tabela 1).
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Figura 2. Tanque retangular. Fonte: Fontana et al. (2022).
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2.3.2.1 Tanque retangular reduzido pela metade das medidas do tanque retangular regular
Tanque retangular (Figura3) com as medidas reduzidas pela metade para o
experimento do parametro do tamanho do tanque, sendo as seguintes medidas: 7,6 x 11,25 x

3,55 cm (Tabela 1).

Figura 3. Tanque retangular reduzido pela metade das medidas do tanque retangular regular.

Fonte: Fontana et al. (2022).
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2.3.2.2 Tanque retangular com o dobro das medidas do tanque retangular regular
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Tanque retangular (Figura 4) com as medidas dobradas para o experimento do
parametro do tamanho do tanque, sendo as seguintes medidas: sendo 30,4 x 45 x 14,2 cm

(Tabela 1).

Figura 4. Tanque retangular com o dobro das medidas do tanque retangular regular. Fonte:

Fontana et al. (2022).
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2.3.3 Tripé para dispositivo mével (celular)
Tripé para cdmera de celular ou cdmera com comprimento minimo de um metro de

altura.

2.3.4 Luminéaria com luximetro
Luminaria com luximetro (medigdo dos lumens) e uma lampada branca de 60W

incandescente acoplada.

2.3.5 Computador
Computador com qualquer versao do Windows ou com Wine para o sistema Linux. A

maquina deve ter no minimo 2 MB de espaco em disco rigido e 64 MB de memdria RAM.

2.3.6 X-Plorat
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O software X-PloRat, escrito na linguagem de programacao Object Pascal que permite
o registro manual da quantidade e tempo despendido dos comportamentos enquanto 0 usuario
assiste ao video do experimento. O aplicativo pode ser baixado em:

https://sites.ffclrp.usp.br/scotty/ e deve ser instalado de acordo com as orientacfes do proprio

aplicativo.

2.4 PROCEDIMENTOS
Todos os testes foram gravados utilizando um dispositivo movel, acoplado em um

tripé regulado na altura de um metro, em uma distancia de 80 cm a um metro do tanque teste.

2.4.1 Sexagem

A distin¢cdo do sexo dos animais foi realizada através da observacdo direta deles dentro
do tangue teste apds o inicio da filmagem. Os animais menores, mais esguios, delgados e
escuros foram definidos como machos, enquanto os peixes maiores e com o formato mais

ovalado foram definidos como fémeas (Figura 5).

Figura 5. Zebrafish macho do lado esquerdo e zebrafish fémea do lado direito. Fonte:

https://scienceofsewing.blogspot.com/

30



2.4.2 Formato

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacao de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacgéo dentro dele em 250 lIGmens.

O tanque teste trapezoidal ou retangular (Figuras 1 e 2) foi preenchido com agua do
tanque do biotério até atingir 12 cm de altura e uma camera de um dispositivo movel foi
utilizada apoiada nas duas paredes de cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no
fundo do tanque. Ap0s isso, o primeiro animal foi retirado com uma rede do tanque de
transporte, colocado dentro do tanque trapezoidal ou retangular e a filmagem foi iniciada. Ao
completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste
com a rede e colocado no tanque de transporte. Apos o animal ter sido testado, o aparato foi
esvaziado e preenchido novamente com a agua do biotério para a testagem do proximo animal
(Egan et al., 2009).

Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Apés o retorno para

o tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

2.4.3 Luminosidade

O grupo controle desse teste equivale ao teste do formato retangular.

2.4.3.1 lluminagdo com 250 limens

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do

tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatagdo de 30
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minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacgéo dentro dele em 250 lIGmens.

O tanque retangular (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até
atingir 12 cm de altura e foi medida a quantidade de Iimens incididos no tanque teste. A
intensidade foi gerida através de um regulador proprio da luminéria e o controle da quantidade
de lIimens foi realizada atraves do uso do aplicativo de celular LUX Light Meter disponivel
gratuitamente no sistema operacional movel iOS. Para tanto, o dispositivo mdvel foi
posicionado em cima das duas paredes do tanque, com a cdmera de tras voltada para dentro do
tanque, permitindo a verificacdo da quantidade de lumens dentro do tanque teste e possiveis
sombras no fundo do tanque.

Apbs a regulacdo da intensidade luminosa em 250 Iimens e a confirmacéo de que ndo
havia sombras no fundo do tanque, o primeiro animal foi retirado com uma rede do tanque de
transporte, colocado dentro do tanque retangular e a filmagem foi iniciada. Ao completar 6
minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste com a rede e
colocado no tanque de transporte. Apds o animal ter sido testado, o aparato foi esvaziado e
preenchido novamente com a agua do biotério para a testagem do préximo animal (Egan et al.,
2009). Apo6s cada testagem a quantidade de lumens foi medida novamente com o intuito de

manter a intensidade luminosa utilizada no teste.

2.4.3.2 lluminagdo com 125 limens

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatagdo de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério

para regular e manter a iluminacéo dentro dele em 125 lumens.
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O tanque retangular (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até
atingir 12 cm de altura e foi medida a quantidade de Iimens incididos no tanque teste. A
intensidade foi gerida através de um regulador proprio da luminéria e o controle da quantidade
de lIimens foi realizada atraves do uso do aplicativo de celular LUX Light Meter disponivel
gratuitamente no sistema operacional movel iOS. Para tanto, o dispositivo mdvel foi
posicionado em cima das duas paredes do tanque, com a cdmera de tras voltada para dentro do
tanque, permitindo a verificacdo da quantidade de limens dentro do tanque teste e possiveis
sombras no fundo do tanque.

Apbs a regulacdo da intensidade luminosa em 125 Iimens e a confirmacéo de que ndo
havia sombras no fundo do tanque, o primeiro animal foi retirado com uma rede do tanque de
transporte, colocado dentro do tanque retangular e a filmagem foi iniciada. Ao completar 6
minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste com a rede e
colocado no tanque de transporte. Apds o animal ter sido testado, o aparato foi esvaziado e
preenchido novamente com a agua do biotério para a testagem do préximo animal (Egan et al.,
2009). Apo6s cada testagem a quantidade de lumens foi medida novamente com o intuito de

manter a intensidade luminosa utilizada no teste.

2.4.3.3 lluminagdo com 500 lumens

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatagdo de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacéo dentro dele em 500 lumens.

O tanque retangular (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até
atingir 12 cm de altura e foi medida a quantidade de Iimens incididos no tanque teste. A

intensidade foi gerida através de um regulador proprio da luminéria e o controle da quantidade
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de lIimens foi realizada atraves do uso do aplicativo de celular LUX Light Meter disponivel
gratuitamente no sistema operacional movel iOS. Para tanto, o dispositivo mdvel foi
posicionado em cima das duas paredes do tanque, com a cdmera de tras voltada para dentro do
tanque, permitindo a verificacdo da quantidade de limens dentro do tanque teste e possiveis
sombras no fundo do tanque.

Apbs a regulacdo da intensidade luminosa em 500 Iimens e a confirmacéo de que ndo
havia sombras no fundo do tanque, o primeiro animal foi retirado com uma rede do tanque de
transporte, colocado dentro do tanque retangular e a filmagem foi iniciada. Ao completar 6
minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste com a rede e
colocado no tanque de transporte. Apds o animal ter sido testado, o aparato foi esvaziado e
preenchido novamente com a agua do biotério para a testagem do préximo animal (Egan et al.,
2009). Apo6s cada testagem a quantidade de lumens foi medida novamente com o intuito de

manter a intensidade luminosa utilizada no teste.

2.4.4 Periodo do dia

O grupo controle desse teste equivale ao teste do formato retangular.

2.4.4.1 Periodo matutino

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatagdo de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacéo dentro dele em 250 lumens.

O tangue teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até atingir 12
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de

cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
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animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tanque teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi
retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Ap6s o animal ter sido
testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a 4gua do biotério para a testagem
do préximo animal (Egan et al., 2009).

Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Ap6s o retorno para

o tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

2.4.4.2 Periodo vespertino

Em funcdo do horéario desse teste, os animais foram alimentados entre 8h e 9h da
manha.

Durante o periodo entre 16h e 18h da tarde, os animais foram retirados do tanque do
biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacdo de 30 minutos. Uma
luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério para regular
e manter a iluminacdo dentro dele em 250 lUmens.

O tangue teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até atingir 12
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de
cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tangue teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi
retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Ap6s o animal ter sido
testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a dgua do biotério para a testagem

do préximo animal (Egan et al., 2009).
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Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos

ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem.

2.4.4.2 Periodo noturno

Em funcdo do horéario desse teste, os animais foram alimentados entre 8h e 9h da
manha.

Durante o periodo entre 20h e 22h da noite, os animais foram retirados do tanque do
biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacdo de 30 minutos. Uma
luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério para regular
e manter a iluminacdo dentro dele em 250 lUmens.

O tanqgue teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até atingir 12
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de
cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tanque teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi
retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Ap6s o animal ter sido
testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a 4gua do biotério para a testagem
do préximo animal (Egan et al., 2009).

Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos

ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem.

2.4.4 Reexposi¢do 15 minutos

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manha, os animais foram retirados

do tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacao de 30
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minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacgéo dentro dele em 250 lIGmens.

Para evitar que os animais fossem confundidos durante as reexposi¢des, 0S mesmos
foram alocados em caixas transparentes distintas de acordo com a exposi¢do do teste em que
0s animais estavam passando, por exemplo: os animais que ainda ndo tinham passado por
nenhuma exposi¢édo estavam alocados na mesma caixa, 0s animais que tinham passado por uma
exposicdo e estavam aguardando a primeira reexposicédo, ficaram alocados em outra caixa e 0
mesmo se deu para aqueles animais que iriam passar pela segunda reexposicéao.

Para tanto, o tanque teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério
até atingir 12 cm de altura e uma camera de um dispositivo movel foi utilizada apoiada nas
duas paredes de cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque.
Apds isso, o primeiro animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado
dentro do tanque teste e a filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem
foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque
transparente para aguardar a proxima exposic¢ao ao aparato.

Passados 15 minutos do teste, os animais foram reexpostos ao aparato e todo o
procedimento descrito no paragrafo anterior foi repetido. Apds a finalizacdo, os animais foram
retirados do tanque teste e colocados no tanque transparente. Apds 15 minutos do final da
testagem, anterior, 0os animais foram reexpostos pela segunda vez ao teste. Ao completar 6
minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste com a rede e
colocado no tanque de transporte. Apds o animal ter sido testado, o aparato foi esvaziado e
preenchido novamente com a agua do biotério para a testagem do préximo animal (Egan et al.,

2009).
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Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Apos o retorno para

o0 tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

2.4.5 Reexposicao 24 horas

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manha, os animais foram retirados
do tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacéo de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacgéo dentro dele em 250 lGmens.

Para evitar que os animais fossem confundidos com outros animais durante as
reexposicoes, eles foram alocados em um tanque do biotério destinado apenas a eles durante
0s 3 dias de testes.

Desta forma, o tanque teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério
até atingir 12 cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas
duas paredes de cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque.
Ap0s isso, o primeiro animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado
dentro do tanque teste e a filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem
foi finalizada, o animal foi retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque do biotério
reservado para os animais que estavam passando pelo teste de reexposicdo a cada 24 horas.
Apds o animal ter sido testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a agua do
biotério para a testagem do préximo animal (Egan et al., 2009).

Passados 24 horas do teste, os animais foram reexpostos ao aparato e todo o
procedimento descrito no parégrafo anterior foi repetido. Apds a finalizagdo, os animais foram
retirados do tanque teste, colocados no tanque de transporte e devolvidos ao tanque do biotério.

Apbs 24 horas do final da testagem do dia anterior, 0s animais foram reexpostos pela segunda
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vez ao teste. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi retirado
do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Apds o animal ter sido testado,
0 aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a agua do biotério para a testagem do
proximo animal (Egan et al., 2009).

Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos

ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem e foram alimentados.

2.4.6 Tamanho

O grupo controle desse teste equivale ao teste do formato retangular.

2.4.6.1 Tamanho regular

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacao de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacéo dentro dele em 250 lGmens.

O tangue teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até atingir 12
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de
cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tangue teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi
retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Ap6s o animal ter sido
testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a dgua do biotério para a testagem

do préximo animal (Egan et al., 2009).
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Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Apos o retorno para

o0 tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

2.4.6.2 Tamanho com medidas reduzidas pela metade do tanque retangular regular

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacao de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacgéo dentro dele em 250 lGmens.

O tanque teste foi preenchido (Figura 3) com agua do tanque do biotério até atingir 6
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de
cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tanque teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi
retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Ap6s o animal ter sido
testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a 4gua do biotério para a testagem
do préximo animal (Egan et al., 2009).

Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Apés o retorno para

o tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

2.4.6.3 Tamanho com o dobro das medidas do tanque retangular regular

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do

tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatagdo de 30
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minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacgéo dentro dele em 250 lIGmens.

O tangue teste foi preenchido (Figura 4) com agua do tanque do biotério até atingir 24
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de
cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tanque teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 6 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal foi
retirado do tanque teste com a rede e colocado no tangue de transporte. Em funcdo do tamanho
do tanque que utilizava toda a agua do tanque do biotério (o aquario ficava vazio), foi decidido
gue 0s animais seriam todos testados sem trocar a agua.

Apds o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Depois do retorno ao

tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

2.4.7 Tempo e habituacdo

Durante o periodo entre 7h30min e 8h30min da manhd, os animais foram retirados do
tanque do biotério e colocados no tanque de transporte de plastico para a aclimatacdo de 30
minutos. Uma luminaria com luximetro e uma lampada de 60W foi utilizada ao lado do aquério
para regular e manter a iluminacéo dentro dele em 250 lumens.

O tangue teste (Figura 2) foi preenchido com agua do tanque do biotério até atingir 12
cm de altura e uma camera de um dispositivo mével foi utilizada apoiada nas duas paredes de
cima do tanque teste para verificar possiveis sombras no fundo do tanque. Apds isso, o primeiro
animal foi retirado com uma rede do tanque de transporte, colocado dentro do tangue teste e a
filmagem foi iniciada. Ao completar 30 minutos de teste, a filmagem foi finalizada, o animal

foi retirado do tanque teste com a rede e colocado no tanque de transporte. Ap6s o animal ter
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sido testado, o aparato foi esvaziado e preenchido novamente com a agua do biotério para a
testagem do proximo animal (Egan et al., 2009).

Apbs o término de todos os testes, todos os animais testados foram devolvidos juntos
ao tanque do biotério destinado aos animais que passaram pela testagem. Apés o retorno para
o0 tanque do biotério, todos os animais foram alimentados.

Para os testes de habituacdo e tempo total de teste foram usados no total 12 animais
para ambas as avaliac@es, isto €, o tempo de 3, 6 e 12 minutos foram comparados entre 0s

mesmos animais.

Tabela 1. Parametros avaliados, parametros citados na literatura (Egan et al., 2009; Levin et

al., 2007) e parametros que foram testados.

Ordem Parametro avaliado NUmero de Parametro na Parametro
de sujeitos literatura estudado
testagens (controle)

1 Sexo n=24 Nao havia teste Macho

discriminando o
sexo dos animais  Fémea
2 Formato n=24 Trapezoidal 15,2 cm altura x
27,9 cm
comprimento do
topo x 22,5 cm
comprimento do
Retangular fundo x 7,1 cm de
largura

15,2 cm altura x
22,5 cm
comprimento do
fundo x 7,1 cm de

largura
3 Luminosidade n=24 125 limens
250 Lamens
500 lumens
4 Periodo do dia n=24 Vespertino
Matutino
Noturno
5 Reexposicdo 15 n=12 N&o havia teste de 2 reexposicoes
minutos reexposicao
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6 Reexposicdo 24 horas  n=12 N&o havia teste de 2 reexposicdes
reexposicao

7 Tamanho n=24 Tamanho
reduzido pela
metade das

Tamanho regular  medidas (7,6 x
(15,2x225x7,1 11,25x 3,55 cm)

cm)
Tamanho com as
medidas dobradas
(30,4 x 45 x 14,2
cm)
8 Tempo total de teste n=12 3 minutos
6 minutos
12 minutos
9 Habituacao n=12 N&o havia teste de 30 minutos de
habituacédo teste

Os testes foram realizados na ordem em que foram colocados na tabela, tendo
obrigatoriamente sido a sexagem e o teste do formato (retangular ou trapezoidal) os primeiros
a serem realizados, ja que ambos foram realizados nas mesmas testagens. De qualquer forma,
os testes posteriores dependiam do resultado do teste do formato. O segundo parametro testado
foi a iluminacdo incidida no aparato em 250 (grupo controle), 125 e 500 limens. O terceiro
parametro analisado foi o teste do periodo do dia, no qual os animais passaram pelo teste nos
periodos matutino (grupo controle), vespertino (das 16h as 18h) e noturno (das 20h as 22h).

O quarto e quinto parametros testados se referia a reexposicdo do animal ao teste, no
quarto teste os animais foram expostos ao teste (grupo controle) e reexpostos por mais duas
vezes a cada 15 minutos, ja o quinto teste, os animais foram expostos ao teste (grupo controle)
e reexpostos por mais duas vezes apds 24 horas. O sexto parametro testado foi o tamanho do
aparato, tendo sido utilizado as dimensdes de acordo com a literatura (grupo controle), um
tanque com a metade das medidas do tanque regular (7,6 x 3,5 x 11,2 cm) e outro tanque com
0 dobro das medidas do tanque regular (30,4 x 14,2 x 45 cm).

O ultimo teste composto foi por dois experimentos, no qual os animais foram expostos
ao teste pela metade do tempo proposta na literatura (3 minutos), pelo tempo estipulado pela
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literatura (6 minutos) como também foram expostos ao teste pelo dobro do tempo proposto na
literatura (12 minutos). Por fim, o Gltimo pardmetro analisado foi a curva de habituacdo dos
animais, no qual os sujeitos foram expostos ao teste pelo tempo total de 30 minutos. Em ambos

0s testes, o tempo de 6 minutos foi utilizado como controle.

2.5 ANALISE DE DADOS
2.5.1 Comportamentos-alvo do tipo ansiedade
a) Laténcia para entrar no topo do tanque;
b) Tempo despendido no topo do tanque;
c) Numero de entradas ou cruzamentos para o topo do tanque;
d) Numero de movimentos erraticos (nado com mudanga brusca de percurso) no topo e no
fundo do tanque;
e) Tempo total despendido em movimentos erraticos no topo e no fundo do tanque;
f) Frequéncia de congelamentos/freezing (auséncia total de movimento, exceto pelas
guelras e olhos, por 1 segundo ou mais) no topo e no fundo do tanque;
g) Tempo total despendido em congelamentos/freezing no topo e no fundo do tanque;
h) Frequéncia de geotaxia;

i) Tempo total despendido em geotaxia;

2.5.2 Registro dos comportamentos utilizando o X-Plorat

Apbs realizado o download, o aplicativo foi instalado, executado e o teclado foi
configurado em Opgdes > Configurar Teclado > Confirmar. Um novo experimento foi criado
apos clicar em Opcdes > Experimento > Novo. Em seguida, uma caixa de dialogo foi aberta, o
nome do experimento foi cunhado, por exemplo: “FormatoRentagular”, foi confirmado o nome

do experimento, posteriormente o tipo do labirinto foi selecionado (arena 1x2), a distancia
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mantida em 10cm, a duracdo do experimento foi de 360 segundos (6 minutos) com apenas um
inicio. O Unico experimento que teve alteracdo na formatacao foi o teste de habituacéo, na qual
a duracao total do experimento foi de 1800 segundos (30 minutos).

Depois que o experimento foi configurado, a letra A foi selecionada para indicar nado
erratico, a letra D para freezing, a letra S para geotaxia e as setas para baixo e para cima para
indicar a mudanca do topo para o fundo e vice-versa. Em seguida, outra caixa foi aberta com a
simulacdo do aquario teste (Figura 5). Apds isso, foi selecionado o item “do inicio da sessdao”
e foi clicado em confirmar sele¢cdo. Uma nova caixa foi aberta, foi identificado o nimero/nome
do experimento, por exemplo: “Sexo1”, o nome foi confirmado e 0 aplicativo estava completo
para realizar o registro dos comportamentos-alvo. O inicio foi dado ao pressionar a tecla 5 e ao

concluir o tempo total do experimento (360 segundos), o proprio aplicativo fechava a sesséo.

Figura 6. X-Plorat. Fonte: arquivo pessoal.

J—
EE X-Plo-Rat 2005 - Programa para Registro Comportamental

Opgées | Ajuda | About.. | Sar
E Registro Comportamental E\@
FormatoFi et Experimento:
FamatoTrap FormatoRet
lluminagaol 25
lluminagao500
M aturke
Feexposigdal Smind T
Feexposigol Smin [icivdbo)
Resxposiciol Smin3 Retangularl
Resxposigao2dhD]
Reernnsicin?4hn? ¥
Andlise
Compoartarmentos Abivos:
Labirirto

Tipo : AREMA [162)
Digténcia [cm): 10
Sesslo

Duragao (5] : 360
Inicios : 1
Comportamentos

Padin- 1 Andamento da 5 essdo:

Tecla |Cc-mpc-rtamentc- | | 1%
& HADD ERRATICE

D FREEZING

5 GEOTaxA

45



Todos os animais iniciaram o teste no fundo do topo, por isso a Figura 6 estd com o
fundo em vermelho indicando que o animal esta naquele espaco. A laténcia para entrar no topo
foi medida através da contagem de segundos que o animal levou para cruzar para o topo do
aquario, bem como cada vez que o animal fazia uma transi¢cdo do topo para o fundo (e vice-
versa), as setas (cima e baixo) eram utilizadas para sinalizar os cruzamentos. O tempo total no
topo foi medido a partir do tempo que o aplicativo indicou que o animal permaneceu no topo.

A letra A foi utilizada para sinalizar movimentos erraticos, a letra D para
congelamentos/freezing e a letra S para geotaxia. Durante a analise dos videos, a frequéncia de
cada comportamento foi contabilizada a partir do acionamento da tecla relacionada ao
comportamento indicado, ja quando a tecla foi acionada e mantida pressionada, além de contar
como frequéncia, o software contabilizou o tempo despendido naquele comportamento.

Apbs a andlise de todos os videos referente ao experimento, foi selecionado ao lado
esquerdo o experimento analisado e clicado em andlise. Os experimentos foram movidos para
o lado direito da caixa de didlogo e o botao ‘ok’ foi escolhido. A andlise de todos os testes com
excecao dos testes de tempo e habituacdo foi realizada de toda a sessdo (a analise dos testes
tempo e habituacdo foram realizados minuto a minuto). Apos esse procedimento, o software

forneceu uma planilha de Excel com os dados organizados por sujeito/comportamento.

2.5.2 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados a partir de testes paramétricos e nao-
paramétricos. Dados com mais de duas amostras foram tratados com a anélise de variancia
(ANOVA) ou teste H de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para
comparag0es entre dois grupos e o teste Y de Friedman para compara¢do dos mesmos sujeitos
em trés ou mais situacdes experimentais, seguido dos pos-testes post hoc Tukey ou Dunn. Em

todos os casos, o nivel de significancia considerado foi de p < 0,05.

46



3 RESULTADOS

Em todos os testes realizados foi feita uma comparacdo entre diferentes estimulos,
bem como foram avaliadas as seguintes variaveis dependentes: laténcia para entrar no topo,
frequéncia de entradas no topo, tempo despendido no topo, frequéncia e tempo despendido de
nado erratico no topo e no fundo, frequéncia e tempo despendido de freezing no topo e no fundo
e frequéncia e tempo total de geotaxia.

Em funcdo do resultado inicial de que ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significativas ao comparar os dois formatos (trapezoidal e retangular), foi adotado um dos
formatos (retangular), tal como previsto no projeto de pesquisa inicial. Caso fossem
encontradas diferencas significativas, todos os experimentos teriam sido realizados nos dois
formatos. Aléem do formato, foi realizada a sexagem dos animais e ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significativas entre os dois sexos. Em decorréncia desse resultado, ndo
houve uma discriminacdo do sexo para realizacdo e analise das demais testagens.

Tanto na diferenciacdo dos sexos quanto no formato, foram utilizados os mesmos
animais. Nos testes de iluminacdo, periodo do dia e tamanho do tanque, foi utilizado como
grupo controle os animais do teste do formato retangular. E os testes de tempo total e
habituacdo, foram usados apenas 12 animais e a comparacgao entre o tempo total de teste se deu
entre os mesmos individuos.

Em nenhuma das testagens houve emisséo do comportamento de freezing no topo do

tanque, por isso ndo ha resultados estatisticos e figuras referente a esse comportamento.

3.1 SEXO
As testagens foram realizadas nos dois formatos de tanque, seguem abaixo 0S

resultados obtidos em cada um dos formatos.
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No formato trapezoidal, o teste U de Mann-Whitney revelou que néo existe diferenca
estatistica em nenhuma das varidveis avaliadas: frequéncia para entrada no topo [U(z,10) = 8.50,
p = 0.1398], tempo total despendido no topo [U,10) = 7.000, p = 0.0830], laténcia para entrar
no topo [U,10) = 15.50, p = 0.7719] (Figura 7), frequéncia de nado erratico no topo [U(,10) =
8.000, p = 0.1187], tempo total despendido em nado erratico no topo [Uq 100 = 10.00, p =
0.2049], frequéncia de nado erratico no fundo [Uq,10) = 13.000, p = 0.5137], tempo total
despendido em nado erratico no fundo [U(1,10) = 14.00, p = 0.6389] (Figura 8), frequéncia de
freezing no fundo [U(,10) = 14.00, p = 0.5869], tempo total despendido em freezing no fundo
[U@,10) = 12.00, p = 0.4318], frequéncia de geotaxia [U,10) = 17.00, p = 1.000] e tempo total
despendido em geotaxia [U(1,10) = 10.00, p = 0.2677] (Figura 9).

No formato retangular, o teste U de Mann-Whitney revelou que néo existe diferenca
estatistica em nenhuma das variaveis avaliadas: frequéncia para entrada no topo [U,10) = 17.50,
p = 0.9230], tempo total despendido no topo [Uq,10) = 17.50, p = 0.9230], laténcia para entrar
no topo [U(,10) = 15.50, p = 0.7719] (Figura 7), frequéncia de nado erratico no topo [U(,10) =
16.50, p = 0.9223], tempo total despendido em nado erratico no topo [U,10 = 16.50, p =
0.9230], frequéncia de nado erratico no fundo [Ug,100 = 9.000, p = 0.1908], tempo total
despendido em nado erratico no fundo [U(1,10) = 12.00, p = 0.4160] (Figura 8), frequéncia de
freezing no fundo [U(,10) = 13.00, p = 0.5115], tempo total despendido em freezing no fundo
[U,10) = 14.00, p = 0.6237], frequéncia de geotaxia [U(1,10) = 16.00, p = 0,8705] e tempo total

despendido em geotaxia [U(,10) = 12.00, p = 0.4318] (Figura 9).
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Figura 7. Comparacao entre 0s sexos no que se refere a frequéncia de entradas no topo, tempo

total despendido no topo e laténcia para entrar no topo nos formatos trapezoidal (primeira linha)

e retangular (segunda linha).
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Figura 8. Comparacéo entre 0s sexos no que se refere a frequéncia e ao tempo total despendido

e movimentos erraticos no topo e no fundo nos formatos trapezoidal (primeira linha) e

retangular (segunda linha).
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Figura 9. Comparacdo entre 0s sexos no que se refere a frequéncia e ao tempo total despendido

em freezing no fundo do tanque e a frequéncia e tempo total de geotaxia nos formatos

trapezoidal (primeira linha) e retangular (segunda linha).
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3.2 FORMATO

O teste U de Mann-Whitney mostrou que ndo existe diferenca estatistica significativa
no que se refere a frequéncia de entradas no topo do tanque [U,22) = 60.00, p = 0.4584] ao
tempo total despendido no topo do aquario [U(1,22) = 58.00, p = 0.3842] e a laténcia para a entrar

no topo do aquario [Uq,22) = 54.50, p = 0.2730] ao comparar os dois formatos de tanque (Figura

10).
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Figura 10. Comparacao entre os formatos trapezoidal e retangular no que se refere a frequéncia

de entradas no topo do tanque, ao tempo total despendido no topo e a laténcia para entrar no

topo do NTT.
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O teste U de Mann-Whitney mostrou que nao existe diferenca estatistica significativa
no que se refere a frequéncia de nado erratico no topo [U,22) = 61.50, p = 0.5055], ao tempo
despendido em nado erratico no topo do tanque [U,22) = 63.00, p = 0.5726], a frequéncia de
nado erratico no fundo do aquario [U,22) = 62.00, p = 0.5820] e ao tempo total despendido em

nado erratico no fundo do aquério [Uq22) = 64.00, p = 0.6649] ao comparar os formatos

retangular e trapezoidal (Figura 11).

Figura 11. Comparacdo entre os formatos no que se refere a frequéncia de entradas e tempo

total despendido em movimentos erraticos no topo e no fundo do NTT.
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O teste U de Mann-Whitney mostrou que ndo existe diferenga estatistica significativa

no que se refere a frequéncia de freezing no fundo do tanque [Uq,22) = 55.00, p = 0.3296], ao

tempo despendido em freezing no fundo do aquario [U(1,22) = 65.00, p = 0.7285], como também

ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa no que se refere a frequéncia de geotaxia

[Ua22) = 61.50, p = 0.5623] e ao tempo despendido em geotaxia [Uq,22) = 62.00, p = 0.5834]

(Figura 12).

Figura 12. Comparacdo entre os formatos no que se refere a frequéncia, ao tempo

total despendido em freezing no fundo do tanque e frequéncia e tempo total despendido em

geotaxia no NTT.
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3.3 LUMINOSIDADE

O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que ndo existe diferenca significativa no que se

refere a frequéncia de entradas no topo do tanque [H,33) = 1.759, p = 0.4150], ao tempo total

despendido no topo do aquério [H,33) = 1.045, p = 0.5930] e a laténcia para a entrada no topo

do tanque [H(;33 = 2.746, P = 0.2533] ao comparar as trés diferentes intensidades de

iluminacao (Figura 13).

Figura 13. Comparacao entre as trés intensidades luminosas no que se refere a frequéncia de

entradas, ao tempo total despendido no topo e laténcia para entra no topo do tanque no NTT.
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O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que nédo existe diferenca significativa no que se

refere a frequéncia [H,33) = 0.3734, p = 0.8397], ao tempo despendido (Hp,33; = 0.3764, p =

0.8284] em nado erratico no topo do tanque, como também o teste H de Kruskal-Wallis

mostrou que ndo existe diferenca estatistica significativa no que se refere a quantidade ou
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frequéncia de movimentos erraticos [H,33) = 0.1914, p = 0.9087] e ao tempo total despendido

em nado erratico no fundo do tanque [He33 = 0.8480, p = 0.6544) ao comparar as trés

diferentes intensidades luminosas (Figura 14).

Figura 14. Comparacéo entre as trés intensidades luminosas no que se refere a frequéncia de

entradas e ao tempo total despendido de moimentos erraticos no topo e no fundo do NTT.
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O teste H de Kruskal-Wallis revelou que néo existe diferenca estatistica significativa
referente a frequéncia [H2,33) = 0.1996, p = 0.3686] e ao tempo despendido em freezing [H(2,33)
= 2.380, p = 0.3043] no fundo do tanque, bem como o mesmo teste revelou que ndo existe
diferenca estatistica no que se refere a quantidade [H33) 1.359, p = 0.5070] e ao tempo

despendido [He33 = 0.8348, p = 0.6587] em geotaxia ao comparar as trés diferentes

intensidades de iluminagcdo (Figura 15).
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Figura 15. Comparacéo entre as trés intensidades luminosas no que se refere a frequéncia de
entradas e ao tempo total despendido em freezing no fundo do tanque e frequéncia e tempo

total de geotaxia no NTT.
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3.4 PERIODO DO DIA

O teste ANOVA de uma via mostrou que existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia de entradas no topo do aquério [F,33) = 5.299, p = 0.0101] ao realizar o teste em
diferentes periodos do dia (Figura 16). O teste post-hoc (Tukey) indicou que existe diferenca
significativa ao comparar os testes realizados no periodo matutino com o periodo noturno e ao
comparar os testes realizados no periodo vespertino com o periodo matutino.

O teste ANOVA de uma via mostrou que existe diferenca significativa no que se refere
ao tempo total despendido no topo do tanque [F2,33) = 4.356, p = 0.0101] (Figura 16). O teste
post-hoc (Tukey) indicou que existe diferenca significativa ao comparar os testes realizados no

periodo matutino com os testes realizados no periodo vespertino.
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No que condiz a laténcia para a entrada no topo do tanque o teste H de Kruskal-Wallis
mostrou que existe diferenca significativa ao comparar os trés grupos que foram testados em
periodos diferentes do dia [H(,33) = 14.70 , p = 0.0006] (Figura 16). O teste post-hoc indicou
que existe diferenca significativa ao comparar os testes realizados no periodo matutino com o

periodo noturno e ao comparar os testes realizados no periodo vespertino com o periodo

matutino.

Figura 16. Comparacdo entre trés periodos do dia no que se refere a frequéncia de entradas,

ao tempo total despendido no topo e laténcia para entra no topo do tanque no NTT.
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Nota: * Diferente de Matutino; ** Diferente de Noturno; ***Diferente de Vespertino (p <

0.05).

O teste ANOVA de uma via mostrou que existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia de nado erratico no topo do aquario [F.33) = 4.189, p = 0.0239] (Figura 17). O
teste post-hoc (Tukey) indicou que existe diferenca significativa ao comparar 0s testes
realizados no periodo matutino com o periodo vespertino.

O teste ANOVA de uma via revelou que néo existe diferenca significativa no que se
refere ao tempo despendido em nado erratico no topo do tanque [F.33) = 3.125, p = 0.0572]

(Figura 17), porem o teste H de Kruskal Wallis revelou que ndo existe diferenca significativa
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no que se refere a frequéncia [H33) = 2.407, p = 0.3001] e ao tempo despendido [H,33) =

2.599, p = 0.2726] de nado erréatico no fundo do aquario (Figura 17).

Figura 17. Comparacdo entre trés periodos do dia no que se refere a frequéncia de entradas e

ao tempo total despendido de movimentos erraticos no topo e no fundo do NTT.
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Nota: * Diferente de Matutino (p < 0.05).

O teste H de Kruskal-Wallis revelou que existe diferenca estatistica significativa na
frequéncia [H2,33) = 6.504, p = 0.0387] e ao tempo total de freezing [H(2,33) = 7.240, p = 0.0268]
(Figura 18). O teste post hoc (Dunn) indicou que existe diferenca entre os periodos matutino e
vespertino no que se refere a frequéncia e ao tempo de freezing no fundo do tanque (Figura
18).

O teste H de Kruskal-Wallis revelou que ndo existe diferenca estatistica significativa
na frequéncia de geotaxia [H(2,33 = 1.547, p = 0.4614], porém o mesmo teste mostrou diferenca

estatistica significativa no que se refere ao tempo total de geotaxia [H,33) = 8.587, p = 0.0137]
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(Figura 18). O teste post hoc (Dunn) indicou que existe diferenca entre os periodos matutino e

vespertino e os periodos matutino e noturno (Figura 18).

Figura 18. Comparacdo entre trés periodos do dia no que se refere a frequéncia de entradas e

ao tempo total despendido de freezing no fundo no tanque e frequéncia e tempo total

despendido em geotaxia no NTT.
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O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que ndo existe diferenca estatistica significativa
no que se refere a frequéncia [He,33) = 2.531, p = 0.2821], ao tempo despendido no topo do

tanque [He33) = 1.726 , p = 0.4218] e a laténcia para entrar no topo do tanque [H,33) = 3.935,
p =0.1398], (Figura 19).
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Figura 19. Comparacdo entre 3 diferentes tamanhos de tanques no que se refere a frequéncia

de entradas, ao tempo total despendido no topo e laténcia para entra no topo do tanque no NTT.

Freq Entradas no Topo Tempo no Topo Laténcis Entrads Topo
B0+
30 400+
* — B0 . " .
= - 5 i = 300 a,
L) na g . g
= a = o
£ 2“7 . g 200 L
g & E # m
-3 10 Co) ™ &
= i Ny a =
I . o . F T
]
0 s — o 0 —%—nﬂ—m‘.—.
& & o 5 o o ) &
K 2 N w o 3 & o
&® & & o & & o e &

O teste H de Kruskal-Wallis indicou que néo existe diferenca significativa no que se
refere a frequéncia [H,33 = 0.2647, p = 0.8760] e ao tempo despendido [H,33) = 0.2255, p =
0.8934], em nado erratico no topo (Figura 20), como também na frequéncia [H,33) = 2.132, p
= 0.3443] e no tempo despendido em nado erratico no fundo do aquério [H,33) = 2.657, p =

0.2649], ao comparar os trés tamanhos dos tanques (Figura 20).

Figura 20. Comparacao entre 3 diferentes tamanhos de tanques no que se refere a frequéncia

de entradas e ao tempo total despendido de movimentos erraticos no topo e no fundo do NTT.
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O teste H de Kruskal-Wallis revelou existe diferenca significativa no que se refere a
frequéncia [H,33) = 13.24, p = 0.0013] e ao tempo despendido em freezing [H,33) = 7.605, p
=0.0223) no fundo do aquério (Figura 21). O teste post hoc (Dunn) indicou que existe diferenca
estatistica ao comparar os tamanhos metade com o dobro e tamanho regular com o dobro no
que se refere a quantidade de freezing. J& na variavel tempo total de freezing, o teste post hoc
(Dunn) mostrou que existe diferenca estatistica entre os tanques do tamanho regular e o dobro.

O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que ndo existe diferenca significativa no que se
refere a frequéncia de geotaxia [H,33) = 3.527, p = 0.1715], porém o mesmo teste revelou que
existe diferenca estatistica relacionada ao tempo total de geotaxia [H2,33) = 12.58, p = 0,0019]
ao comparar os trés tamanhos dos tanques (Figura 21). O teste post hoc (Dunn) mostrou que a

diferenca estatistica encontrada esta na comparacao entre o tamanho regular e o dobro.

Figura 21. Comparacdo entre 3 diferentes exposi¢fes com intervalo de 24 horas no que se
refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de freezing no fundo no tanque e

frequéncia e tempo total de geotaxiano NTT.
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Nota: * Diferente de Regular, ** Diferente de Dobro (p < 0.05).

3.6 REEXPOSICAO 15 MINUTOS

O teste Y de Friedman mostrou que ndo existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia [Y2,33 = 5.692, p = 0.0581], ao tempo despendido no topo do tanque [Y(,33) =
0.200, p = 0.9048] e a laténcia para a entrada no topo do tanque [Y(2,33) = 0.6000, p = 0.7408]

ao comparar as trés exposicoes ao aparato (Figura 22).

Figura 22. Comparacao entre 3 diferentes exposi¢es com intervalo de 15 minutos no que se

refere a frequéncia de entradas, ao tempo total despendido no topo e laténcia para entra no topo

do tanque no NTT.
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O teste Y de Friedman revelou que ndo existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia [Y(2,33) = 2.769, p = 0.2504] e ao tempo despendido em nado erratico no topo do
tanque [Y(2,33) = 1.786, p = 0.4095] (Figura 23), como também o mesmo teste mostrou que ndo
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existe diferenca estatistica no que se refere a frequéncia [Y 2,33 = 5.600, p = 0.0608] e ao tempo

despendido [Y (2,33 = 4.000, p = 0.1353] em nado erratico no fundo do tanque (Figura 23).

Figura 23. Comparacao entre 3 diferentes exposi¢ées com intervalo de 15 minutos no que se

refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de movimentos erraticos no topo e

no fundo do NTT.
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O teste Y de Friedman revelou que néo existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia [Y(2,33) = 2.516, p = 0.2842] e ao tempo despendido em freezing [Y (2,33 =5.190, p
= 0.0746] no fundo do aquéario (Figura 24), como também o mesmo teste mostrou que nédo
existe diferenca estatistica significativa no que se refere a frequéncia [Y@233 = 3.190, p =
0.2029] e ao tempo total de geotaxia [Y(233) = 4.233, p = 0.1205] ao comparar as trés diferentes

exposicdes ao teste (Figura 24).
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Figura 24. Comparacéo entre 3 diferentes exposi¢es com intervalo de 15 minutos no que se
refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de freezing no fundo no tanque e

frequéncia e tempo total despendido em geotaxia no NTT.
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3.7 REEXPOSICAO 24 HORAS

O teste Y de Friedman mostrou que néo existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia [Y,33) = 3.231, p = 0.1988], ao tempo despendido no topo do tanque [Y(2,33) =
2.400, p = 0.3012], contudo o mesmo teste indicou diferenca estatistica significativa na laténcia
para a entrada no topo do tanque [Y(2,33) = 7.800, p = 0.0202] ao comparar as trés exposicoes
ao aparato (Figura 25). O teste post hoc (Dunn) indicou que existe diferenca entre a 2% e a 32

exposicao.
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Figura 25. Comparacdo entre 3 diferentes exposi¢fes com intervalo de 24 horas no que se

refere a frequéncia de entradas, ao tempo total despendido no topo e laténcia para entra no topo

do tanque no NTT.
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Nota: * Diferente da 22 exposicéo (p < 0.05).

O teste Y de Friedman mostrou que néo existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia [Y(2,33) = 4.467, p = 0.1072] e ao tempo despendido em nado erratico no topo do
tanque [Y(2,33) = 4.065, p = 0.1310] (Figura 26), bem como no que se refere a frequéncia [Y (2,33

=1.167, p = 0.5580] e ao tempo despendido [Y 233 = 3.167, p = 0.2053] em nado erratico no

fundo do aquario (Figura 26).

Figura 26. Comparacéo entre 3 diferentes exposi¢fes com intervalo de 24 horas no que se

refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de movimentos erraticos no topo e

no fundo do NTT.
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O teste Y de Friedman revelou que existe diferenca significativa no que se refere a
frequéncia [Y(2,33) = 10.29, p = 0.0058] e ao tempo despendido em freezing no fundo do tanque
[Y33) =8.727, p = 0.0127] no fundo do aquério ao comparar as trés diferentes exposigdes ao
teste (Figura 27).

No que se refere a variavel frequéncia de freezing no fundo do tanque, o teste post hoc
(Dunn) mostrou que a diferenga ocorreu entre a 12 e a 22 exposicOes. Ja na variavel tempo total

de freezing, o teste post hoc (Dunn) revelou que a diferenca ocorreu entre a 12 e a 22 exposicoes

e entre a 2° e a 32 exposicoes.

Figura 27. Comparacdo entre 3 diferentes exposi¢fes com intervalo de 24 horas no que se

refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de freezing no fundo no tanque do

NTT.
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Nota: * Diferente da 22 exposi¢do, ** Diferente da 1 exposicdo (p < 0.05).
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O teste Y de Friedman revelou que nao existe diferenca significativa no que se refere
a frequéncia [Y(2,33) = 0.6667, p = 0.7165] e ao tempo despendido geotaxia [Y(2,33) = 4.667, p =

0.0970] ao comparar as trés diferentes exposi¢coes ao teste (Figura 28).

Figura 28. Comparacdo entre 3 diferentes exposi¢fes com intervalo de 24 horas no que se

refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido em geotaxiano NTT.
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3.8 TEMPO E HABITUACAO

As variaveis relacionadas ao tempo despendido e a laténcia para entrar no topo tiveram
seus dados convertidos para valores em porcentagem, com o intuito de alocar cada tempo total
de teste em uma mesma escala. Ja no que se refere as varidveis de frequéncia, € necessario
considerar que os tempos posteriores foram somados com 0s anteriores, 0 que impactou nos
resultados obtidos nos tempos que vinham depois deixando-os sempre iguais ou maiores que 0
tempo total de teste anterior.

O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que existe diferenca significativa estatistica no
que se refere a frequéncia [H 44y = 33.30, p = 0.0001], a laténcia [H(z44) = 12.22, p = 0.0067]
e ao tempo despendido no topo do tanque [Hz 44y = 27.06, p = 0.0001] (Figura 29). O teste post
hoc (Dunn) revelou que no que se refere a frequéncia de entradas no topo e tempo total
despendido no topo, existe diferenca significativa ao comparar o tempo de 30 minutos com 3

e 6 minutos, bem como foi indicada diferenca entre 3 e 12 minutos. No que se refere a laténcia,
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o teste post hoc (Dunn) revelou diferenca na comparagédo entre 3 minutos com 12 minutos e 3

minutos com 30 minutos.

Figura 29. Comparacdo entre o encerramento do teste com 3, 6 e 12 minutos e habituacédo de

30 minutos no que se refere a frequéncia de entradas, ao tempo total despendido e a laténcia

para entrar no topo do tanque no NTT.

Freq E ntradas no Topo Tampo no Topo Laténcia Entrada Topo

Namero total

Nota: * Diferente de 3 minutos, ** Diferente de 6 minutos, *** Diferente de 30 minutos (P <

0,05).

O teste H de Kruskal-Wallis indicou que existe diferenca estatistica no que se refere
a frequéncia [Hg44) = 31.78, p = 0.0001] e ao tempo despendido [H344) = 23.39, p = 0.0001]
em nado erratico no topo ao comparar o tempo de exploracdo dos animais no tanque (Figura
30). O teste post hoc (Dunn) mostrou que a diferenca encontrada na frequéncia de nado erratico
no topo esta na comparagéo entre 30 e 3 minutos, entre 30 e 6 minutos, e entre 12 e 30 minutos,
ja o teste post hoc (Dunn) mostrou que a diferenca encontrada na variavel tempo total

despendido no topo do tanque foi na comparacao entre 3 e 12 minutos, 3 € 30 minutos, e 6 e

30 minutos (Figura 30).
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O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que ndo existe diferenca estatistica significativa
no que se refere a frequéncia de movimentos erraticos [H44) = 1.167, p = 0.5580] e ao tempo

despendido em nado erratico [Hz44) = 1725, p = 0.6314] no fundo do aquério (Figura 30).

Figura 30. Comparacéo entre o encerramento do teste com 3, 6 e 12 minutos e habituacéo de

30 minutos no que se refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de

movimentos erraticos no topo e no fundo do NTT.
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Nota: * Diferente de 3 minutos, ** Diferente de 6 minutos, *** Diferente de 30 minutos (P <

0,05).

O teste H de Kruskal-Wallis indicou que n&o existe diferenga estatistica significativa
no que se refere a frequéncia de freezing [H44) = 2.844, p = 0.4163] no fundo do aquario,

porém o mesmo teste revelou diferenca estatistica significativa relacionada ao tempo
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despendido de freezing [H44) = 12.15, p = 0.0069] no fundo do aquario ao comparar o tempo
de exploracdo dos animais no tanque (Figura 31). O teste post hoc (Dunn) revelou existe
diferenca significativa no tempo de freezing entre 30 minutos e 3 minutos.

O teste H de Kruskal-Wallis mostrou que existe diferenca significativa no que se
refere a frequéncia [Hs44) = 30.73, p = 0.0001] e ao tempo total despendido em geotaxia [H(3,44)
= 18.06, p = 0.0004]. O teste post hoc (Dunn) revelou a diferenca significativa na frequéncia
de geotaxia ao comparar 3 e 12 minutos, 3 e 30 minutos, e

mostrou que a diferenca encontrada na frequéncia de nado erratico no topo esta na comparacao

entre 30 e 3 minutos

Figura 31. Comparacdo entre o encerramento do teste com 3, 6 e 12 minutos e habituacdo de
30 minutos no que se refere a frequéncia de entradas e ao tempo total despendido de freezing

no fundo no tangue e frequéncia e tempo total de geotaxia no NTT.
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Nota: * Diferente de 3 minutos, ** Diferente de 6 minutos, *** Diferente de 30 minutos (P <
0,05).
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4 DISCUSSAO

O NTT é um teste que vem sendo utilizado sem que suas propriedades paramétricas
tenham sido analisadas. Poucos foram o0s autores que se propuseram a realizar estudos
paramétricos do NTT (Fontana et al., 2022; Bozi et al., 2021; Anwer et al., 2021; Marcon et
al., 2018; Parker, 2015; Stewart et al., 2015; Parker et al., 2012), sendo que nenhum estudo
ainda havia analisado os pardmetros comportamentais basais ao afirmar que esse teste mede
aquilo que foi afirmado que mediria — comportamentos do tipo ansiedade em peixes. Sendo
assim, segue uma discussdo com algumas possiveis inferéncias relacionadas aos dados
encontrados.

O NTT néo apresenta um padrdo do formato tanque, podendo ser encontrado na
literatura dois principais modelos (mas existem outros, com outras medidas): o retangular e o
trapezoidal (Levin et al., 2007; Cachat et al. 2010a) (Figuras 1 e 2). A partir dos modelos
ofertados pela literatura foi realizada uma comparacdo entre os formatos retangular e
trapezoidal (Figuras 10, 11 e 12) e ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas
nas medidas avaliadas. Tal achado corrobora com a descri¢do filogenética do zebrafish dada
por Talwar & Jhingran (1991) de que o animal provavelmente estaria sob controle do topo do
aquario e a abertura no topo promovida pelo formato trapezoidal possivelmente néo
modificaria a percep¢do da coluna d’agua pelo animal (Talwar & Jhingran, 1991; Tran &
Gerlai, 2013).

Além do formato, ainda ndo havia sido realizada uma comparacdo referente ao
desempenho de machos e fémeas no NTT. Os dados mostraram que ndo existe diferenca ao
comparar 0 sexo dos animais no que concerne aos comportamentos do tipo ansiedade (Figuras
7,8¢9), tal como proposto no estudo de Anwer et al. (2021). No estudo de Anwer et al. (2021)
foram utilizados dois modelos de tanques, o trapezoidal com as medidas originais (Levin et al.,

2007; Cachat et al. 2010a) e um outro tanque mais comprido com as seguintes medidas: 10,5
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X 7x 52 cm. Os autores ndo encontraram diferencas entre os sexos no tanque trapezoidal, o que
corrobora com os achados da pesquisa em questdo, porém 0s autores encontraram diferenca
estatistica significativa no tanque comprido. Mais uma vez ¢ possivel inferir que os animais,
independente do sexo, provavelmente estejam sob controle da coluna d’agua no NTT que se
modifica ao encompridar o aparato (Talwar & Jhingran, 1991).

Apesar dos achados de Anwer et al. (2021), os autores Bozi et al. (2021) apresentaram
um estudo sobre o aumento dos comportamentos do tipo ansiedade a partir do estresse social
em machos e fémeas utilizando o NTT. De forma geral, os pesquisadores concluiram que o
estresse social relacionado ao comportamento de subordinacdo diante do outro sujeito foi
conservado entre os vertebrados, como também a capacidade de estabelecer hierarquias.
Apesar desse resultado, os autores mostraram a necessidade de mais estudos, ja que as fémeas
parecem ter apresentado maior dominancia diante do sexo oposto, bem como niveis mais
baixos de cortisol ao serem subordinadas, diferentemente dos machos que apresentaram niveis
elevados de cortisol e comprometimento da capacidade de neurogénese ao serem subordinados.
Desta forma, os estudos de Bozi et al. (2021) permitem inferir que talvez haja alguma diferenca
entre machos e fémeas, contudo tais diferencas ndo foram encontradas ao analisar as medidas
relacionadas a ansiedade dentro dessa pesquisa.

Para além da compreensdo das diferencas no desempenho dos animais referentes ao
formato e ao sexo (Figuras 7, 8, 9, 10, 11 e 12)), os sujeitos também foram testados em trés
diferentes intensidades de luminosidade: 125, 250 e 500 Iumens (Figuras 13, 14 e 15) e em
diferentes periodos do dia: matutino, vespertino e noturno (16, 17 e 18). Em ambos os testes
os parametros utilizados foram aqueles propostos originalmente pela literatura: 250 Iimens
incididos em cima do tanque no teste de luminosidade e periodo matutino no teste do periodo

do dia (Egan et al., 2009).
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Tanto no teste de luminosidade quanto nos estudos sobre o periodo do dia (Figuras
13, 14, 15, 16, 17, e 18), o ciclo circadiano e a fisiologia geral do zebrafish devem ser
considerados dentro da analise e discussdo dos achados. O ciclo circadiano é um reldgio
enddgeno que regula o funcionamento do organismo durante as 24 horas de um dia. Em
vertebrados inferiores (por exemplo: peixes e passaros), grande parte do relégio é composto
pela glandula pineal (responsavel pela sintese do horménio melatonina e identificacdo da
auséncia/presenca de luminosidade), contudo, apesar da enorme importancia dos circuitos
neurais, na maior parte das espécies de animais vertebrados, as retinas também se mostram
capazes de provocar oscilacdes circadianas autossustentadas (Hurd et al., 1998; Huang et al.,
2018; Dias et al., 2014).

Desta forma, para além do ciclo circadiano, o zebrafish também pode sofrer influéncia
visual da luminosidade, sendo que esta pode levar alguns animais a desenvolverem distarbios
em sua atividade motora, na secrecdo de hormdnios, no controle hipotalamico do ciclo sono-
vigilia e na temperatura apds constante exposicao a luz (Dias et al., 2014). Ainda com relacéo
a iluminacdo, Dias et al. (2014) e Hurd et al. (1998) mostraram que o zebrafish tende a reduzir
sua atividade motora em locais completamente escuros. Sendo assim, uma possivel explicacdo
para a auséncia de diferenca estatistica neste trabalho entre as trés intensidades de luz pode
estar relacionada ao fato de que independente da intensidade luminosa, existia iluminacéo e 0s
animais pareciam estar sob controle da iluminacdo e do periodo do dia (matutino) e nédo
necessariamente da intensidade luminosa (Emran et al., 2008; Hurd et al., 2014).

Além do mais, o zebrafish possui uma condigéo ocular filogenética que incide em um
movimento de nado em dire¢do a algum estimulo visual, sendo que tal situacdo permite estudar
comportamentos que dependam direta ou indiretamente da visdo do animal (Gahtan et al.,
2005). Para tanto, € necessario que o zebrafish apresente em sua morfologia bastonetes e quatro

tipos de cones que sdo sensiveis a diferentes frequéncias (luz ultravioleta, comprimentos de
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onda curto, médio e longo) (Meier et al., 2018). Ao considerar a morfologia da espécie, é
possivel inferir que ndo tenha havido diferenca estatistica nos resultados por razdes distintas
das explanadas nos paragrafos anteriores, ja que com 125 limens a luminosidade ¢ reduzida e
seja mais provavel a ativacao de bastonetes do que de cone e talvez os animais tenham tido
uma percepcdo de menor risco e por conseguinte, menor esquiva. Por um outro lado, a
intensidade de 500 Iimens permite uma maior intensidade luminosa, o que pode dificultado a
discriminacao de estimulos no tanque, levando também a uma reducéo de possiveis esquivas.

Tal como nos testes de luminosidade, o ciclo circadiano também influencia os
comportamentos do tipo ansiedade no zebrafish em diferentes periodos do dia. O zebrafish é
um animal que apresenta uma preferéncia pelo periodo diurno, apresentando maior atividade
motora e ciclo circadiano semelhante ao da espécie humana: vigilia no periodo claro e sono no
periodo escuro (Gerlai et al., 2000; Champagne et al., 2010; Blaser & Penalosa, 2011; Emran
et al., 2008).

Sendo assim, no teste do periodo do dia foram encontradas algumas diferencas
estatisticas nas medidas comportamentais que podem ser compreendidas a partir do ciclo
circadiano dos animais. Em todas as medidas de exploracdo do topo (frequéncia de entradas,
tempo total despendido, frequéncia de nado erréatico e laténcia para entrar no topo) (Figuras 16
e 17) houve diferenca estatistica significativa entre o periodo matutino e/ou 0s periodos
vespertino e noturno, mostrando que os sujeitos do periodo diurno levaram menos de 100
segundos para ir ao topo do aquario, porém, apesar de atravessarem para O topo mais
rapidamente, os sujeitos exploraram muito menos esse compartimento quando comparados
com 0s animais do periodo vespertino e noturno.

Apesar da preferéncia pelo periodo diurno e maior atividade motora (Gerlai et al.,
2000; Champagne et al., 2010; Blaser & Penalosa, 2011; Emran et al., 2008), ndo foi possivel

detectar se tais dados confirmam a literatura, uma vez que a atividade motora nao foi medida e
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foram avaliadas apenas as medidas de ansiedade. De qualquer forma, o zebrafish é um animal
que pode ser predado por espécies piscinas e/ou aéreas que tenha acesso a0 mesmo através da
coluna d’agua ou superficie da agua e como forma de tentar evitar a predacao, o animal tende
a ficar mais para o fundo em seu ambiente natural buscando se esquivar da predacéo que pode
vir a acontecer principalmente no periodo matutino que é de maior vigilia. Tanto em seu
ambiente natural quanto no tanque teste é esperado que 0s sujeitos explorem menos o topo e
fiquem mais tempo no fundo em periodos em que seu reldgio enddgeno detecta como periodo
matutino, ficando mais sob controle de algum possivel predador, corroborando com os achados
desse trabalho (Lima, 2003; Talwar & Jhingran, 1991; Weitzman & Palmer, 1997).

Além das variaveis estudadas que foram citadas anteriormente, foi realizado também
um teste que avaliava a diferenca do desempenho dos animais em um tanque com as medidas
originais (Levin et al., 2007; Cachat et al. 2010a), um tanque com as medidas reduzidas pela
metade (Figura 3) e um terceiro tanque com as medidas originais dobradas (Figura 4). Neste
teste, ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica significativa nas medidas relacionadas
ao topo dos tanques (Figuras 19 e 20).

De forma geral, 0os animais expostos ao tanque maior apresentaram diferencas nas
medidas avaliadas ao serem comparados com 0s sujeitos expostos no tanque original e no
tanque menor no que concerne aos comportamentos de freezing no fundo do tanque e geotaxia
(Figura 21), isto é, tais comportamentos cairam drasticamente de frequéncia no tanque maior
ao ser comparado com o0s outros dois tamanhos. O zebrafish € um animal que tende a ficar mais
na parte inferior ou fundo do tanque em seu periodo de vigilia podendo ou ndo apresentar o
comportamento de geotaxia, ja que esta é uma forma de esquiva de predadores aéreos, mas nao
necessariamente garante a esquiva de predadores piscinos. Do mesmo modo, em um tanque
maior, com mais espaco para explorar e menor risco de predacédo, os animais apresentaram uma

guantidade menor e despenderam menos tempo em freezing, sendo este um comportamento de
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fuga de possiveis predadores (Bencan et al., 2009; Cachat et al., 2010, Levin et al., 2007;
Maximino et al., 2012; Raymond et al., 2012; Wong et al., 2010)

Além de investigarem a densidade populacional, os autores Shishis et al. (2022)
também investigaram a relacdo entre a mesma e o tamanho dos tanques de teste. Os autores
utilizaram trés tamanhos de tanque (1.5, 10 ou 50 L) com densidades que variavam entre 1, 2
ou 4 peixes/L e concluiram que tanto o tamanho do tanque quanto a densidade populacional
alteram os comportamentos avaliados, porém os autores ndo conseguiram afirmar se as
modificacbes comportamentais encontradas estavam relacionadas ao medo ou ansiedade,
evidenciando a necessidade de mais testes comportamentais para avaliar tais respostas. Todos
o0s estudos citados acerca do tamanho do tanque corroboram com os dados encontrados, uma
vez que foi encontrada diferenca estatistica significativa em grande parte das medidas do fundo
do aquaério.

Na busca por compreender melhor os parametros do NTT, também foi investigada a
aptiddo para habituacdo intersessdo e intrasessdo dos animais testados. Para tanto, foram
realizados dois testes de reexposi¢do dos animais ao NTT com o intuito de investigar se o
comportamento exploratério mudava apds exposi¢des com intervalos de 15 minutos (Figuras
22, 23 e 24) e exposi¢des com intervalos de 24 horas (Figuras 25, 26, 27 e 28). No teste com
15 minutos de intervalo entre uma testagem e a proxima ndo foram encontradas diferencas
significativas em nenhuma das medidas, ja no teste com 24 horas de intervalo entre uma
testagem e a proxima foram encontradas diferencas nas medidas de laténcia para entrar no topo,
frequéncia e tempo total de freezing no fundo do aquario (Figuras 25 e 27).

Em contraposto aos achados dessa pesquisa, 0s autores Resmim et al. (2023)
sugeriram que a reexposicao dos animais ao aparato influencie na exploragéo dos sujeitos no
tanque. De qualquer forma, independente do resultado obtido é necessario considerar as

diferencas do método empregado, j& que Resmim et al. (2023) utilizaram duas diferentes
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strains de zebrafish (short fin e o leopardo), tendo sido usados o total de 40 animais divididos
entre as duas strains e trés diferentes testes, com intervalo de 24 horas entre uma exposicao e
a proxima, sendo que o aparato do NTT foi apresentado com medidas diferentes das propostas
por Levin et al. (2007), isto €, com a largura menor, 0 comprimento maior e apresentando pouca
diferenca no tamanho da coluna d’agua que foi reduzida em 0,2cm.

Do mesmo modo, Maximino et al. (2010a) obtiveram diferentes resultados no teste
claro/escuro dos achados da presente pesquisa. Os autores mostraram que uma sessao de 15
minutos total de teste ndo altera o desempenho dos animais, porém exposicOes repetidas
independentes do intervalo estabelecido (15 minutos ou 24 horas) afetam o comportamento
locomotor dos sujeitos, resultado que confirma o estudo de Resmim et al. (2023). De qualquer
forma, em ambas as pesquisas citadas, os métodos utilizados sdo diferentes dos propostos no
presente estudo. Além do mais, embora a atividade locomotora sofra habituacdo no teste
claro/escuro, a evitacdo do lado claro, isto €, do compartimento mais aversivo continua presente
independente do tempo total de sessdo e da quantidade ou intervalo de exposi¢des, 0 que vai
de encontro com os resultados obtidos no NTT, ja que os animais ndo apresentaram diferenca
significativa na comparacdo entre as trés exposicdes com 15 minutos de intervalo e diferencas
sutis na comparacdo das trés exposi¢cbes com intervalo de 24 horas tanto no topo quanto no
fundo do aquario (Figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28).

Ainda que os achados de Resmim et al. (2023) e Maximino et al. (2010a) sugiram que
a atividade locomotora apresente diferengas significativas nos testes de reexposi¢do, 0s
resultados obtidos na presente pesquisa abrem margem para discutir sobre uma possivel
reutilizacdo do zebrafish no NTT, uma vez que ndo foi encontrada diferenga estatistica
significativa. Para tanto, é fundamental seguir o passo a passo descrito no item Método, uma
vez que foram nessas condi¢Oes que os animais ndo apresentaram diferenca significativa ao

comparar as trés diferentes exposicdes aos testes.
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Além dos testes de reexposicdo, os animais também foram testados em diferentes
referéncias de tempo total de teste, ou seja, originalmente o teste possui a duracéo total de 6
minutos, porém também foi avaliado o desempenho dos animais considerando apenas 3
minutos de sessdo e 12 minutos de sessdo (Figuras 29, 30 e 31). Na busca por compreender
melhor o controle de estimulos do NTT, foi realizada uma avaliacdo da possibilidade de
habituacdo ao deixar os animais explorarem livremente o tanque do teste por 30 minutos
ininterruptos (Figura 8). Sendo assim, € possivel perceber através dos resultados obtidos que
as principais diferencas estatisticas se deram ao comparar o tempo total de teste de 3 minutos
com o de 30 minutos.

Tais diferencas encontradas ao avaliar o tempo total de teste podem ser explicadas
considerando aspectos filogenéticos e ecoldgicos do zebrafish. O zebrafish é uma espécie
piscina com amplo repertdrio cognitivo relacionado a memaria e consequentemente a atividade
locomotora, aprendizagem, reconhecimento espacial, retencdo de memoria e respostas de medo
e ansiedade (Tan et al., 2022). A partir de uma perspectiva filogenética é possivel inferir que
0s animais podem ter se familiarizado com o tanque novo, isto &, retido a memdria espacial
com o decorrer da sessdo, uma vez que 0s sujeitos reduziram a atividade exploratéria de forma
geral, despenderam mais tempo no topo do aquario e reduziram o tempo total de freezing, tal
como observado nas Figuras 29, 30 e 31 (Matsunaga & Watanabe, 2010; Wong et al., 2010).
Tal familiarizagdo pode ainda ser compreendida através da ecologia do zebrafish, visto que
esses animais apresentam neofobia diante de um ambiente desconhecido, porém, conforme o
tempo passa, 0 NTT deixa de ser uma novidade, a aversividade ao aquério tende a ir diminuir
e 0s animais apresentam comportamento oposto, a neofilia, que pode ser caracterizada por um
aumento da exploracdo dos componentes inicialmente aversivos do teste, isto é, o topo do

tanque (Franks et al., 2023; May et al., 2016; Petrazzini et al., 2012).
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Em contraposto aos testes de reexposi¢do que demonstraram que nao ocorre
habituacdo com o tanque, o teste que compara o tempo total de sessdo de 30 minutos com
outras referéncias apresentou resultados que possibilitam compreender que ocorre habituacao
dos animais entre 0 12° e 0 30° minuto do teste, ou seja, reducdo da atividade locomotora
(Figuras 29, 30 e 31). Esse resultado permite afirmar que houve aprendizagem de que o tanque
ndo era mais um ambiente ansiogénico tal como no inicio do teste, ja que 0s comportamentos
do tipo ansiedade reduziram de frequéncia e houve um aumento da exploracédo no topo do

tanque apos 0 12° minuto (Franks et al., 2023; Matsunaga & Watanabe, 2010).

5 CONCLUSAO

O intuito dessa pesquisa foi realizar uma analise paramétrica para identificar os
parametros que podem interferir no NTT. Desta forma, foi possivel concluir que o formato
(trapezoidal ou retangular), o sexo dos animais e a quantidade de limens (teste de
luminosidade) ou intensidade luminosa ndo alteram o desempenho dos sujeitos no NTT. Apesar
do resultado obtido no teste de luminosidade, o teste do periodo do dia, que também
proporciona mudanc¢a na intensidade luminosa mostrou que o periodo da manhd difere do
periodo vespertino e noturno na frequéncia, no tempo total e na laténcia para a entrada no topo,
na frequéncia de nado erratico no topo, na frequéncia e no tempo total de freezing e no tempo
total de geotaxia confirmando que o periodo mais adequado para execucdo do teste é entre as
8 e 12 horas do dia.

No que se refere ao tamanho do tanque, foi observado que no aquario com as medidas
dobradas, o desempenho dos animais nesse aparato foi diferente ao ser comparado com o
aparato do tamanho regular e com o tanque com medidas reduzidas pela metade nos

comportamentos de freezing (frequéncia e tempo total no fundo do tanque) e geotaxia. De
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qualquer modo, o tanque original é aquele que demonstrou ser mais efetivo ao avaliar os
comportamentos dos animais.

No que concerne a avaliacdo de aprendizagem e habituacdo foram realizados dois
testes de reexposicao (reexposicdo dos animais ao teste com o intervalo de 15 minutos e de 24
horas entre o fim de um teste e o inicio do proximo) e um teste de habituacéo intrasessdo, no
qual o tempo total do teste foi manipulado. Em ambos os testes de reexposi¢cdo nao foram
encontradas diferencas estatisticas entre uma exposicao e as outras.

Ja o teste de habituacéo revelou que apds 6 minutos de teste o desempenho dos sujeitos
ndo é alterado, porém com menos de 6 minutos existe o risco de que 0 comportamento dos
animais seja alterado tanto no topo quanto no fundo do tanque. Também foi percebido que apds
12 minutos de tempo total de teste os animais parecem ter iniciado o processo de familiarizacéo,
isto €, habituacdo ao NTT. Além disso, o teste de reexposicdo de 15 minutos mostrou que 0s
animais ndo habituaram apds 6 minutos de teste, porém € sabido a partir deste trabalho que
com 30 minutos ocorre habituacdo, ou seja, 0s animais que foram expostos até 6 minutos no
teste podem ser testados novamente, porém néo é possivel afirmar que os animais que passaram
mais do que 6 minutos no teste irdo ter o mesmo desempenho do que aqueles que foram testados
por apenas 6 minutos.

A analise paramétrica do NTT proposta neste trabalho revelou que o sexo dos animais,
o formato, a luminosidade e a reutilizagdo dos animais apds 15 minutos ou 24 horas de
teste/reteste ndo alteram os comportamentos do tipo ansiedade, porém o periodo do dia, o
tamanho do tanque e o tempo total de teste pode interferir nos comportamentos do tipo
ansiedade no zebrafish.

Por fim, o NTT pode ser realizado no periodo matutino, ndo é necessario realizar a
sexagem dos animais, o tanque pode ser no formato trapezoidal ou retangular (porém as

medidas da literatura devem ser seguidas tanto na capacidade de volume de dgua quanto nos
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formatos testados), com iluminacdo que pode variar entre 125 e 500 lumens dentro do aquario
(sem sombras no fundo do tanque), sendo o teste com tempo total de 6 minutos e podendo
utilizar os mesmos animais por até trés vezes se os testes ndo tiverem ultrapassado o tempo
total de 6 minutos de testagem. Tais condi¢des favorecem a continuidade do uso desse modelo
animal através da seguranca de uma parametria, possibilitando a reutilizacdo dos sujeitos

levando a reducéo de custos e insumos.
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