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RESUMO

O enriquecimento ambiental oferece estimulos sociais, sensoriais e cognitivos ao
animal proporcionando um melhor bem-estar e comportamentos mais proximos ao seu
natural, bem como aumento da proliferacdo e plasticidade neuronal, e melhoras cognitivas
apresentadas em roedores - até mesmo em modelos experimentais de doencas neuroldgicas,
distdrbios psiquiatricos e comportamento tipo ansiedade - em testes comportamentais. Um
desses modelos € o de peixe-zebra (Danio rerio), com o qual estudos ja demonstram que 0
ambiente enriquecido aumenta a sua neurogénese e que mostram que ha possiveis mudangas
comportamentais de acordo com o protocolo de enriquecimento ambiental utilizado. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar se ha diferenca no perfil comportamental dos peixes
submetidos ao ambiente enriquecido durante uma semana. No teste de open tank, o grupo
ambiente enriquecido (AE) demonstrou uma tendéncia para que a provavel reducdo dos
parametros distancia e tempo no fundo seja refletida na tendéncia apresentada para um
aumento na distancia percorrida e tempo permanecido nas zonas meio e topo do aparato. No
teste de claro/escuro, 0 AE passou menos tempo no compartimento escuro. Estes dados
indicam que o AE possui um perfil ansiolitico, visto que, respectivamente, esses animais
investem um pouco mais nas zonas meio e topo, e no compartimento claro. Ja no teste de
interacdo social, ndo houve diferenga no perfil de interacdo geral entre os grupos, entretanto
teve aumento no tempo medio por visita nas subzonas 3 e 4 que sdo as mais proximas ao
aquario coespecifico, mostrando maneiras distintas de aproveitamento por ambos grupos - AE
investindo num tempo de interagdo maior a cada entrada. Assim, nossos resultados
demonstram que o enriquecimento ambiental altera o perfil comportamental do peixe-zebra
apresentando uma caracteristica mais ansiolitica e um modo de interacdo social diferenciado
gue necessita de uma analise mais atenciosa para que haja uma melhor compreensdo e

interpretacdo da maneira interativa.
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1 INTRODUCAO

1.1. ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Em modelos animais, ja& ¢ descrito que alteragdes ambientais levam a diversas
mudangas desde a expressdo génica a padrdes comportamentais (Pryce, Mohammed et al.
2002). Normalmente, os animais de laboratério sdo mantidos em um ambiente padrdao de
biotério, no qual ndo hd nenhum estimulo adicionado na caixa moradia. O enriquecimento
ambiental ¢ uma técnica que visa o fornecimento de estimulos: social, sensorial e cognitivo ao
animal proporcionando comportamentos mais proximos ao seu natural e uma melhora do seu
bem-estar (Bezzina, Verret et al. 2015).

Em roedores, os protocolos de enriquecimento ambiental ja estdo bem descritos e se
baseiam na colocagdo dos animais em grupos em caixas moradia maiores utilizando de
diversos utensilios, tais como: rodas de correr, labirintos em tubo de plastico e objetos de
diferentes cores e tamanhos, na caixa moradia do animal, sendo que suas localizagdes e
configuragdes sdo alteradas em determinados periodos para que os estimulos do ambiente
continuem constante (van Praag, Kempermann et al. 2000; Sztainberg and Chen 2010; Garthe,
Roeder et al. 2015). Entretanto, estes protocolos variam bastante no periodo em que os
animais sd3o mantidos no ambiente enriquecido de acordo com o distinto enfoque do estudo -
podendo ser de 6 semanas ou 78 semanas.

Ja no modelo experimental de peixe-zebra, os protocolos de ambiente enriquecido
mais utilizados usufruem de um contexto inanimado com pedras ao fundo do aquério e/ou
plantas artificiais e em grupo que serve como o estimulo social (von Krogh, Sorensen et al.
2010; Collymore, Tolwani et al. 2015; Manuel, Gorissen et al. 2015). Entretanto, a
permanéncia dos animais no aquario com enriquecimento ambiental também possui uma
grande diversidade - podendo ser de 1 semana ou 24 semanas.

Diversos estudos demonstram que a exposi¢do de roedores ao enriquecimento
ambiental altera a expressdo comportamental desses animais em distintos testes
comportamentais (Birch, McGarry et al. 2013; Grinan-Ferre, Perez-Caceres et al. 2015;
Zerwas, Trouche et al. 2015). Assim, trabalhos mostram que o ambiente enriquecido
apresenta uma melhora na cogni¢do em diferentes modelos animais de doengas neuroldgicas,
tais como epilepsia (Fares, Belmeguenai et al. 2013; Kotloski and Sutula 2015), doenca de

Alzheimer (Costa, Cracchiolo et al. 2007; Polito, Chierchia et al. 2014), autismo (Favre, La



Mendola et al. 2015) e doenca de Huntington (Mo, Renoir et al. 2015), bem como em
disturbios psiquiatricos (Laviola, Hannan et al. 2008), como esquizofrenia (Burrows,
McOmish et al. 2015), e no comportamento tipo ansiedade (Grippo, IThm et al. 2014; Brenes,
Lackinger et al. 2015; Manuel, Gorissen et al. 2015; Ragu Varman and Rajan 2015; Soares,
Rorato et al. 2015).

O enriquecimento ambiental estd associado com alteragdes de aumento de volume do
cérebro de camundongos adultos com, aproximadamente, apenas 24 horas apds a exposi¢ao
ao ambiente (Scholz, Allemang-Grand et al. 2015). Além disso, estudos com roedores
mostram que ha uma relagdo entre o ambiente enriquecido e um aumento na neurogénese
(Clemenson, Deng et al. 2015; Clemenson, Lee et al. 2015), bem como um ambiente
socialmente enriquecido induz a plasticidade neuronal em cérebro de peixe-zebra (Danio
rerio) (Lindsey and Tropepe 2014), e um com plantas artificiais e substratos gera um aumento

na proliferacdo de neurdnios (von Krogh, Sorensen et al. 2010).

1.2. PEIXE-ZEBRA

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um pequeno teledsteo (3-4 cm) de dgua doce da familia
Cyprinidae, origindrio do sul da Asia (Spence, Gerlach et al. 2008). Atualmente, sua
utilizacdo experimental ¢ ampla, atingindo diferentes areas de estudo desde biologia do
desenvolvimento e pesquisa por novos farmacos a teratologia (Vascotto, Beckham et al.
1997). Isto se deve principalmente a caracteristicas bioldgicas e alguns fatores favoraveis
desta espécie, tais como: embrides translicidos, rdpido desenvolvimento e ciclo biolédgico,
grande prole, baixo custo por animal e susceptibilidade a manipulacdo genética (Lele and
Krone 1996).

O peixe-zebra também estd sendo bastante utilizado para o estudo de neurociéncias
comportamentais. Desta maneira, testes comportamentais foram desenvolvidos com fins
semelhantes aos ja amplamente utilizados em modelos de roedores: open tank (Rosemberg,
Rico et al. 2011), teste claro/escuro (Maximino, Marques de Brito et al. 2010) e interagao
social (também conhecido como: preferéncia social); bem como shoaling e mirror biting
(Pham, Raymond et al. 2012). Estes testes, entdo, sdo baseados em comportamentos
intrinsecos deste modelo animal - como preferéncia por locais fundos e escuros, € nado em
cardume -, e permitem que sejam avaliados diversos fatores — comportamento tipo ansiedade

e perfil exploratorio e locomotor, por exemplo.
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Assim como em outras espécies de peixes da familia Cyprinidae, o peixe-zebra
apresenta uma extensiva neurogénese na vida adulta (Zupanc, Hinsch et al. 2005) e ja foram
descritas 16 regides encefalicas proliferativas (Grandel, Kaslin et al. 2006), empregando o
peixe-zebra também como um bom modelo para o estudo da neurogénese tanto em fase larval
quanto na fase adulta. Neste modelo animal, ja foram identificados diversos sistemas de
neurotransmissores — observados também em mamiferos - como: histaminérgico (Kaslin and
Panula 2001), colinérgico (Behra, Cousin et al. 2002), purinérgico (Kucenas, Li et al. 2003),
serotoninérgico (Rink and Guo 2004), dopaminérgico (Boehmler, Obrecht-Pflumio et al.

2004), gabaérgico (Kim, Nam et al. 2004) e glutamatérgico (Edwards and Michel 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

O enriquecimento ambiental vem sendo bastante estudado sobre suas influéncias e
seus efeitos em diferentes modelos de doencas e distirbios neuroldgicos, visto que apresenta
um aumento na neurogénese e plasticidade neuronal, e uma melhora cognitiva analisadas por
testes comportamentais. Um dos modelos animais que estd sendo utilizado para a avaliagdo
destas alteracOes € 0 peixe-zebra, entretanto, ainda ndao ha trabalhos que mostrem se ha uma
mudancga no perfil comportamental quando esses animais sdo submetidos ao protocolo de

ambiente enriquecido por uma semana.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do ambiente enriquecido no perfil comportamental do peixe-zebra

(Danio rerio) adulto.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental em peixe-zebra adulto sobre:
a) Parametros locomotores e de exploracao vertical;
b) Preferéncia social,

c) Comportamento tipo ansiedade.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “EFEITOS DA EXPOSICAO AO ENRIQUECIMENTO
AMBIENTAL SOBRE O PERFIL COMPORTAMENTAL DO PEIXE-ZEBRA (Danio
rerio) ADULTO” foi formatado conforme as normas para publicagcdo junto a revista
Behavioural Brain Research.
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RESUMO

O enrigquecimento ambiental oferece estimulos sociais, sensoriais e cognitivos ao
animal proporcionando comportamentos mais proximos ao seu natural, bem como aumento da
proliferacdo neuronal e melhoras cognitivas apresentadas em diferentes modelos animais. Um
desses modelos é o de peixe-zebra (Danio rerio), que demonstrou possiveis mudangas
comportamentais de acordo com o protocolo de enriquecimento ambiental utilizado. Portanto,
0 objetivo deste estudo foi investigar se ha diferenca no perfil comportamental dos peixes
submetidos ao ambiente enriquecido durante uma semana. No teste de open tank, o AE
demonstrou uma tendéncia para que a provavel reducao dos parametros distancia e tempo no
fundo seja refletida na tendéncia apresentada para um aumento na distancia percorrida e
tempo permanecido nas zonas meio e topo do aparato. No teste de claro/escuro, 0 AE passou
menos tempo no compartimento escuro. Estes dados indicam que o AE possui um perfil
ansiolitico, visto que esses animais investem um pouco mais nas zonas meio e topo, € no
compartimento claro. Ja no teste de interacdo social, ndo houve diferenca no perfil de
interacdo geral entre os grupos, entretanto teve aumento no tempo médio por visita nas
subzonas 3 e 4 que sdo as mais proximas ao aquario coespecifico, mostrando maneiras
distintas de aproveitamento por ambos grupos - AE investindo num tempo de interagdo maior
a cada entrada. Assim, nossos resultados demonstram que o enriquecimento ambiental altera o
perfil comportamental do peixe-zebra apresentando uma caracteristica mais ansiolitica e um

modo de interacdo social diferenciado.

Palavras-chave: enriquecimento ambiental; peixe-zebra; open tank; teste de claro/escuro;

interacdo social.
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1. INTRODUCAO

Alteracdes ambientais levam a diversas mudancas bioldgicas, desde a expressao
génica até padrbes comportamentais [1]. O enriquecimento ambiental oferece estimulos
sociais, sensoriais e cognitivos ao animal, proporcionando comportamentos mais proximos ao
seu natural e uma melhora do seu bem-estar [2]. A plasticidade neuronal [3, 4] e neurogénese
[5] também sdo influenciadas por este tipo de ambiente, sendo fatores reconhecidos e
indicados como responsaveis pelas melhoras cognitivas apresentadas em diferentes modelos
animais de doencas neuroldgicas mantidos no ambiente enriquecido, tais como epilepsia [6],
doenca de Alzheimer [7, 8], autismo [9] e doenca de Huntington [10], bem como em
distarbios psiquiatricos [11] e no comportamento tipo ansiedade [4, 12-15].

Atualmente, a utilizacdo do peixe-zebra (Danio rerio) como modelo animal para
estudos cientificos € ampla, atingindo diferentes areas de estudo desde a biologia do
desenvolvimento a teratologia [16], bem como modelo para estudos em neurociéncias
comportamental [17]. O ambiente enriquecido ja vendo sendo utilizado e investigado sobre
seus possiveis efeitos neste modelo animal [3, 5, 15, 18]. Os protocolos mais utilizados de
enriquecimento ambiental usufruem de um aquério, no qual os animais sao colocados em
grupo (estimulo social), com um contexto inanimado com pedras ao fundo do aquéario e/ou
plantas artificiais. Entretanto, a permanéncia dos animais nestes protocolos possui uma grande
diversidade - podendo ser de 1 semana ou 24 semanas.

Como ja foi visto que, em modelo de peixe-zebra, ha um aumento de proliferacao
neuronal e possiveis mudancas comportamentais de acordo com o protocolo de
enriquecimento ambiental utilizado, o objetivo do nosso estudo foi investigar se ha diferenca
no perfil comportamental dos peixes submetidos ao ambiente enriquecido durante uma

Semana.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ndmero do
protocolo: #26568).

2.2. ANIMAIS E MANUTENCAO

Foram utilizados 78 peixes-zebra wild-type adultos (com aproximadamente 8 meses de
idade) de ambos os sexos. Os animais foram adquiridos de um fornecedor comercial (Delphis,
RS, Brasil) e ambientados as condi¢fes do nosso biotério durante duas semanas em aquarios
de 40 L com sistema de recirculacdo de agua e densidade de 3 animais/litro, com a
temperatura (28°C = 1) e o pH (7,5 £ 0,5) controlados, e ciclo claro/escuro de 14:10h. A
alimentacéo foi realizada duas vezes ao dia com Artemia sp. (Artémia Salina do RN, Brasil) e

outras duas vezes com racdo flocada para peixes (alconBASIC®, Alcon, Brasil).

2.3. AMBIENTE ENRIQUECIDO

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com o ambiente de permanéncia
durante uma semana até os testes comportamentais: ambiente padrdo (AP) e ambiente
enriquecido (AE). Foram mantidos em aquarios de 8L, sendo o AP constituido somente por
um aquario com filtracdo e recirculacdo de adgua, e 0 AE composto por pedras ao fundo do
aquario e trés plantas artificiais verdes (25 cm). A quantidade de peixes por aquario foi de 13,
entretanto somente 10 animais de cada grupo foram utilizados nos testes comportamentais —
visto que 0s animais restantes foram para evitar que os ultimos animais ficassem isolados no
aquario antes do teste. Uma hora antes do inicio dos testes, os animais foram alimentados com
racdo flocada e depois de trinta minutos, os animais foram retirados do seu ambiente de
permanéncia e colocados em outros aquarios somente com &gua para ambientacdo na sala de

teste. Cada animal foi utilizado para um Unico teste comportamental.
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2.4. TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram realizados entre as 9h e as 12h, e analisados
pelo software ANY-maze® (Stoelting CO, EUA).

2.4.1. Teste de Open Tank

O teste de open tank foi realizado de acordo com Rosemberg et al [19]. Foi utilizado
um aparato trapezoidal com dimens@es de 28 cm x 23 cm x 16 cm X 7 cm (comprimento do
topo x comprimento do fundo x altura x largura) preenchido com 1,5 L de agua. Os peixes
foram observados e filmados durante 360 s. A filmagem de cada teste foi realizada da viséo
lateral do aquério que ficou a uma distancia de 46 cm da camera (Logitech® HD Pro Webcam
C920, Logitech, Suica) e a 7 cm de um fundo amarelo - utilizado para que este ficasse

uniforme durante a gravacao.

2.4.2. Teste de Claro/Escuro

O teste de claro/escuro foi adaptado de Maximino et al. [20]. Foi utilizado um aparato
dividido em dois compartimentos de tamanhos iguais (um branco e outro preto) e possui
dimens@es de 30 cm x 10 cm x 15 cm (comprimento x largura x altura) com uma coluna de
agua de 4 cm. A luminosidade dentro do aquario foi de 210-215 lux em ambos o0s
compartimentos. Os peixes foram observados e filmados durante 360 s. A filmagem foi
realizada com a camera (Logitech® HD Pro Webcam €920, Logitech, Suica) da visdo
superior do aquario, sendo o fundo do aquario branco para a melhor identificacdo do animal

dentro do aparato.

2.4.3. Teste de Interacéo Social

O teste de interagdo social foi adaptado de Pham et al. [21]. O aparato foi constituido
de trés aquarios: um aquario central de teste - dimensdes 28,9 cm x 10 cm x 15cm
(comprimento x largura x altura) — e outros dois de dimensdes 10 cm x 10 cm x 15cm

(comprimento X largura x altura), um em cada lado do aquario teste - o aquario de
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coespecificos (3 peixes) e 0 aquario oposto somente com &gua. A coluna de agua foi mantida
em 6 cm e a duracdo de cada teste foi de 360 s. A filmagem foi realizada da viséo lateral do
aquario que ficou a uma distancia de 29,5 cm da camera (Logitech® HD Pro Webcam C920,
Logitech, Suica) e a 6 cm de um fundo amarelo - utilizado para que este ficasse uniforme

durante a gravacao.

2.4.4. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados pelo teste t de Student para amostras ndo pareadas e
expressos como Média + Erro Padrdo da Média, sendo considerada diferenca estatistica

significativa quando p < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. TESTE DE OPEN TANK

No teste de open tank, os animais de ambos os grupos, AP e AE, percorreram
aproximadamente 16 m (Fig. 1A) e passaram praticamente todo o periodo apresentando
atividade natatoria (Fig. 1B). Entretanto, a figura ilustrativa do perfil exploratorio dos grupos
(Fig. 1C) demonstra que o AE tem uma tendéncia a permanecer mais tempo nas zonas meio e
fundo do aparato. Assim, quando analisamos o comportamento de exploracdo dos animais
pela divisdo do aparato em 3 grandes zonas (fundo, meio e topo), observa-se que 0s animais
do grupo AE tem uma tendéncia a passar menos tempo e percorrer uma distancia menor na
zona do fundo do aparato quando comparado aos animais do grupo AP (Fig. 2A, E). Além
disso, os animais do grupo AE apresentam uma tendéncia de percorrer uma maior distancia na
zona do meio e do topo quando comparados aos animais do grupo AP (Fig. 2B, C). Ainda, o
grupo AE apresentou uma tendéncia para permanecer mais tempo (Fig. 2F, G) e entrar mais

vezes nestas duas zonas (Fig. 2 J, K).

3.2. TESTE CLARO/ESCURO
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No teste claro/escuro, os animais do grupo AE permanecem menos tempo no
compartimento escuro do que os animais do grupo AP (teste t de Student, p<0,05; Fig. 3A).
Assim, o grupo AP permanece 56% do tempo total no compartimento, enquanto o AE, 42%
(Fig. 3B). Em relacdo ao numero de entradas em cada compartimento do aparato, ndo houve
diferenca (Fig. 3C, D).

3.3. TESTE DE INTERACAO SOCIAL

No teste de interacdo social, a distancia percorrida total e tempo mdvel nédo
apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Fig. 4A, B). Na zona coespecifico, o
grupo AE apresenta uma tendéncia a permanecer mais tempo nesta zona quando comparado
ao grupo AP (Fig. 5A). Além disso, o grupo AE entra menos vezes na zona coespecifico
guando comparado ao grupo AP (teste t de Student, P<0,05; Fig. 5D). Assim, 0s animais do
grupo AE apresentaram um tempo médio de cada visita na zona maior (teste t de Student,
P<0,01; Fig. 5G). J& na zona centro, 0 AE permanece um tempo menor (teste t de Student,
P<0,05), bem como uma tendéncia para um ndmero reduzido de entradas, ndo havendo
diferenca no tempo médio de cada visita na zona (Fig. 5B, E, H). Entretanto, a zona oposto
ndo possui nenhuma diferenca nos parametros analisados (Fig. 5C, F, 1). No occupancy plot
(Fig. 5J), observa-se que ndo ha diferencga no perfil geral de interagdo, mostrando um desenho
em L deitado. Entretanto, aparentemente, ambos 0s grupos parecem atuar de maneiras
distintas na zona coespecifico.

A fim de se obter uma forma de quantificar o comportamento observado no occupancy
plot dos grupos na zona coespecifico, foi realizada duas divisdes da zona: (1) regibes topo e
fundo; e (2) subzonas 1 a 6 (Fig. 7). Os resultados mostram que o AE entra uma quantidade
de vezes menor tanto no topo (teste t de Student, P<0,05; Fig. 6A) quanto no fundo (teste t de
Student, P<0,01; Fig. 6B). No topo, ndo houve diferenca entre 0s grupos no tempo
permanecido (Fig. 6C), entretanto, no fundo, observa-se uma tendéncia do AE passar um
tempo maior que o AP (Fig. 6D). Assim, o AE apresenta um tempo medio maior de cada
visita tanto no topo (teste t de Student, p<0,05; Fig. 6E) quanto no fundo (teste t de Student,
p<0,001; Fig. 6F).

Os resultados das 6 subzonas da zona coespecifico mostram que o AE apresenta uma
diminuicdo no ndmero de entradas em todas (Fig. 7A-F), sendo que na subzona 3, 5 e 6
possui diferenca estatistica (teste t de Student, p<0,05). Ainda, observamos que ha também
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uma tendéncia de um aumento no tempo gasto pelo AE somente nas subzonas 3 e 4 (Fig. 71,
J), assim, apresentando o tempo médio de cada visita na subzona maior nestas duas subzonas
(teste t de Student, p<0,5; Fig. 70, P).

4. DISCUSSAO

O aumento da utilizacdo do peixe-zebra para fins experimentais influenciou para que
diversos autores descrevessem testes comportamentais e 0s proprios comportamentos
intrinsecos deste modelo animal. [19-22] Como o ambiente enriquecido apresenta diversos
efeitos descritos em roedores, como aumento na plasticidade neuronal [4] e melhora cognitiva
[8], ele também estd sendo utilizado no modelo de peixe-zebra a fim de investigar os
possiveis beneficios trazidos [3, 15, 18]. Neste trabalho, mostramos que o ambiente
enriquecido também influencia o perfil comportamental do peixe-zebra no teste de open tank,
claro/escuro e interacdo social.

Sabe-se que o peixe-zebra possui uma preferéncia natural por locais fundos e escuros
(escototaxia). Entretanto, observamos que o grupo AE apresentou exploragdo um pouco mais
dispersa e homogénea no aparato no teste de open tank (Fig. 1C, 2H), com tendéncia a
reducdo da distancia percorrida (Fig. 2A) e tempo gasto (Fig. 2E) no fundo. Ademais, o0 AE
também demonstra uma tendéncia para que essa provavel reducdo dos parametros distancia e
tempo no fundo, seja refletida na tendéncia apresentada para um aumento na distancia
percorrida e tempo permanecido nas zonas meio (Fig. 2B, F) e topo (Fig. 2 C, G) do aparato.
Estes dados podem indicar que 0s animais que permaneceram uma semana no ambiente
enriquecido possuem um perfil ansiolitico, visto que mostram evidéncias de que ao invés de
permanecer na zona mais profunda do aparato como AP, que seria mais “seguro”, os animais
AE investem também um pouco mais nas outras zonas.

Outros dados que corroboram com isto sdo o do teste claro/escuro, no qual obtivemos
que AE, apesar de ndo apresentar diferenca no numero de entradas em cada compartimento do
aparato, passou menos tempo no compartimento escuro (p<0,05; Fig. 3A) — ndo apresentando
a escototaxia natural do peixe-zebra. Este perfil ansiolitico que os animais do AE
apresentaram nos testes de open tank e claro/escuro demonstram que pela primeira vez o0s
resultados de ambos 0s testes comportamentais corroboram entre si e podem ser relacionados
para explicar um perfil comportamental diferenciado em um grupo experimental de peixe-

zebra submetido ao ambiente enriquecido durante uma semana.
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No teste de interagéo social, observamos que a tendéncia que o AE apresenta de passar
maior tempo (Fig. 5A) e o numero de entradas reduzido (p<0,05; Fig. 5D) na zona
coespecifico refletem para que tempo medio de cada visita nesta zona seja maior (p<0,01;
Fig. 5G). Como o perfil geral de interacdo do aparato € similar em ambos os grupos (Fig. 5J),
isto indica que o que pode diferir entre AP e AE é 0 modo como cada um interage e explora a
zona coespecifico. Com as posteriores subdivisfes desta zona, obtivemos que este aumento no
tempo médio por visita nas subzonas 3 e 4 se mantém (subzona 3: P<0,05; Fig. 70 / subzona
4: P<0,05; Fig.7P). Isto representa que as duas subzonas que sdo mais proximas ao aquario
coespecifico sdo aproveitadas de maneiras distintas por ambos grupos, mostrando que o AE
investe num tempo de interagdo maior a cada entrada. Sendo assim, demonstra-se a
necessidade desta avaliacdo para que seja possivel uma melhor compressédo e interpretacdo
ndo somente do perfil interacional, mas também da maneira como esta interacéo ocorre.

Assim, nossos resultados mostram que o ambiente enriquecido altera o perfil
comportamental do peixe-zebra, demonstrando que ele apresenta um perfil mais ansiolitico e

que possui um modo de interacdo social diferenciado.
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Figura 1. Andlise do perfil locomotor e exploratorio dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e
Ambiente Enriquecido (AE) no teste de open tank. Distancia percorrida total (A), tempo
movel total (B) e occupancy plot (C). Foi utilizado teste t de Student. N amostral = 7/grupo.
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Figura 2. Andlise do perfil locomotor e exploratério nas diferentes zonas do aparato (fundo,
meio e topo) dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e Ambiente Enriquecido (AE) no teste de
open tank. Distancia percorrida no fundo (A), no meio (B) e no topo (C). Tempo permanecido
no fundo (E), no meio (F) e no topo (G). Numero de entradas no fundo (1), no meio (J) e no
topo (K). Foi utilizado teste t de Student. Porcentagem da distancia (D), do tempo (H) e do
namero de entradas (L) em cada zona em relacdo ao seu respectivo total. N amostral =

7/grupo.



27

(A) Tempo no escuro (B)

360+

300 AP
z 2404
2 180-
£
S 120-

AE
60-
0' T T T T 1
0 20 40 60 80 100
% tempo
(C) Entradas no claro (D) Entradas no escuro

40-
§ 8
= 15
() Q
o 204 [}
© T
< <
[]) [}]
g 104 £
= =
o o

0
AP AE

Figura 3. Andlise da preferéncia dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e Ambiente Enriquecido
(AE) entre os compartimentos do teste claro/escuro. Tempo gasto no compartimento escuro
do aparato (A), porcentagem do tempo gasto em cada compartimento (B), nUmero de entradas
no compartimento claro (C) e numero de entradas no escuro (D). Teste t de Student.
*=P<0,05. N amostral = 9-10/grupo.
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Figura 4. Andlise da locomoc¢éo dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e Ambiente Enriquecido
(AE) no teste de interacdo social. Distancia percorrida total (A) e tempo movel total (B). Foi
utilizado teste t de Student. N amostral = 9-10/grupo.
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Figura 5. Analise do perfil de interacdo dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e Ambiente
Enriquecido (AE) no teste de interacdo social. Tempo permanecido na zona coespecifico (A),
na zona centro (B) e na zona oposto (C). Nimero de entradas na zona coespecifico (D), na
zona centro (E) e na zona oposto (F). Tempo médio de cada visita na zona coespecifico (G),
na zona centro (H) e na zona oposto (I). Occupancy plot (J). Foi utilizado teste t de Student.
*=P<0,05. **=P<0,01. N amostral = 9-10/grupo.
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Figura 6. Analise do perfil de interacdo dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e Ambiente
Enriquecido (AE) nas regides topo e fundo da zona coespecifico do teste de interacéo social.
Tempo permanecido no topo (A) e no fundo (B). Nimero de entradas no topo (C) e no fundo
(D). Tempo médio de cada visita no topo (E) e no fundo (F). Foi utilizado teste t de Student.
*=P<0,05. **=P<0,01. ***=P<0,001. N amostral = 9-10/grupo.
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Figura 7. Andlise do perfil de interacdo dos grupos Ambiente Padrdo (AP) e Ambiente
Enriguecido (AE) nas subzonas numeradas de 1 a 6 da zona coespecifico do teste de interacdo
social. Tempo permanecido nas subzonas 1-6 (A-F, respectivamente), nimero de entradas nas
subzonas 1-6 (G-L, respectivamente) e tempo médio de cada visita nas subzonas 1-6 (M-R,
respectivamente). Foi utilizado teste t de Student. *=P<0,05. **=P<0,01. N amostral = 9-
10/grupo.
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5 CONCLUSOES

Como ja& demonstrado em roedores, 0 enriquecimento ambiental proporciona
melhorias cognitivas e no comportamento tipo-ansiedade em testes comportamentais. Neste
trabalho, em modelo de peixe-zebra, um perfil mais ansiolitico foi apresentado a partir dos
dados dos testes de open tank e claro/escuro, mostrando uma tendéncia dos animais
permanecerem mais nas zonas meio e topo, € menos no compartimento escuro,
respectivamente. J& no teste de interacdo social, foi demonstrado que o peixe-zebra submetido
ao protocolo de ambiente enriquecido ndo possui um perfil de interacdo diferenciado do grupo
padrdo, mas possui um modo distinto de interagir na zona coespecifico — investindo em um
tempo maior a cada visita nas duas subzonas mais proximas para interacdo. Assim, este
estudo demonstrou que o peixe-zebra quando mantido em um enriquecimento ambiental por

uma semana também sofrem alteracGes comportamentais nos trés testes realizados.
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6 PERSPECTIVAS

Por serem dados preliminares, uma das perspectivas € 0 aumento do nimero amostral
de ambos os grupos em todos os testes comportamentais. Posteriormente, também serdo
realizadas as analises imunohistoquimicas para avaliagdo da neurogénese e suas

caracteristicas.
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points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file nhame and
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references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing
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article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.
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Electronic artwork
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* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Embed the used fonts if the application provides that option.
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*» Use a logical naming convention for your artwork files.
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* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
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Color artwork
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Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in
print or online only. For further information on the preparation of electronic artwork, please

see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description
of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all

symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do

not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow
the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication’. Citation of a reference as

'in press’ implies that the item has been accepted for publication.
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Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in
the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles,
publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please

be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and

any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that support
Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero
(https://www.zotero.org/), as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using
the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate
journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/behavioural-brain-research

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the

Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.
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Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at
the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to
correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to
the following examples:

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result ...

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article,
in: B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New
York, 2009, pp. 281-304.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your

scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
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their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with
your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to
the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their
research in their own words and to help readers understand what the paper is about. More
information and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of
this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides

presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more. Please note
that such items are published online exactly as they are submitted; there is no typesetting
involved (supplementary data supplied as an Excel file or as a PowerPoint slide will appear
as such online). Please submit the material together with the article and supply a concise and

descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to supplementary data
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during any stage of the process, then please make sure to provide an updated file, and do not
annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch off the "Track
Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction

pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving
readers access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

3D neuroimaging

You can enrich your online articles by providing 3D neuroimaging data in NIfTI
format. This will be visualized for readers using the interactive viewer embedded within your
article, and will enable them to: browse through available neuroimaging datasets; zoom,
rotate and pan the 3D brain reconstruction; cut through the volume; change opacity and
color mapping; switch between 3D and 2D projected views; and download the data. The
viewer supports both single (.nii) and dual (.hdr and .img) NIfTI file formats. Recommended
size of a single uncompressed dataset is maximum 150 MB. Multiple datasets can be
submitted. Each dataset will have to be zipped and uploaded to the online submission system
via the '3D neuroimaging data’ submission category. Please provide a short informative
description for each dataset by filling in the '‘Description’ field when uploading a dataset.
Note: all datasets will be available for downloading from the online article on ScienceDirect.
If you have concerns about your data being downloadable, please provide a video instead.

For more information see: http://www.elsevier.com/3DNeuroimaging.



