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RESUMO 

 

EFEITOS, PERCEPÇÃO DE FÁRMACOS E COMUNICAÇÃO 

QUÍMICA EM PEIXES  

 

Autor: Murilo Sander de Abreu 

Orientador: Leonardo José Gil Barcellos 

Coorientador: Angelo Luis Stapassoli Piato 

 

A presença de fármacos em ambientes aquáticos tem sido estudada há décadas e suas 

ações têm como consequências alterações de diversos mecanismos fisiológicos. Sabe-se que 

existe uma complexa comunicação química entre as espécies que habitam esse ambiente, mas 

a percepção de substâncias das comunicações intra e interespecíficas é desconhecida. Os 

estudos desenvolvidos objetivam avaliar se os peixes são capazes de identificar diferentes 

situações estressoras e fármacos, analisando os efeitos neuroendócrinos, comportamentais e 

osmorregulatórios. Foram elaborados sete estudos: 1) teste de estresse agudo e avaliação 

osmorregulatória com fluoxetina; 2) teste da ação da fluoxetina em diferentes respostas de 

estressores (físicos ou químicos); 3) teste de percepção individual a diferentes situações de 

coespecíficos; 4) teste de preferência a diferentes concentrações de fármacos e detecção pela 

via olfatória; 5) teste de anosmia experimental em comportamento tipo-ansiedade; 6) teste de 

anosmia experimental, por ZnSO4, em respostas comportamentais e fisiológicas; 7) teste dos 

efeitos do estresse agudo sobre comportamento social e "ansiedade" em jundiás (Rhamdia 

quelen). Com base nos resultados, verificou se que a exposição aguda de fluoxetina é capaz de 

inibir as alterações osmorregulatórias causadas pelo estresse. A fluoxetina atenua a resposta 

de cortisol a estímulo estressor físico, mas não a estímulo estressor químico. O zebrafish pode 

perceber e desencadear comportamentos aversivos quando em contato com águas 

condicionadas de estresse físico, químico e alimentar (jejum agudo). O zebrafish apresenta 

atração por psicofármacos como diazepam, fluoxetina, risperidona e buspirona, os quais 

provavelmente são detectados pela via olfatória. A anosmia experimental temporária (por 

lidocaína e ZnSO4) modula comportamentos de ansiedade em zebrafish adulto. O jundiá pode 

ser utilizado para estudos comportamentais de "ansiedade" e interação social. De modo geral, 

esses resultados contribuem para um melhor entendimento dos efeitos e percepções da ação 

farmacológica e de comunicação química em peixes. 

 

Palavras chave: estresse, ansiedade, fluoxetina, anosmia, zebrafish. 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

EFFECTS, PERCEPTION OF DRUGS AND CHEMICAL 

COMMUNICATION IN FISH 

 

Author: Murilo Sander de Abreu 

Advisor: Leonardo José Gil Barcellos 

Co-supervisor: Angelo Luis Stapassoli Piato 

 

The presence of drugs in aquatic environments has been studied for decades and their 

actions have as consequence changes of several physiological mechanisms. It is known that 

there is a complex chemical communication between the species that inhabit this 

environment, but the perception of intra and interspecific communication substances is 

unknown. The studies developed aim to evaluate if the fish are able to identify different stress 

situations and drugs, analyzing the neuroendocrine, behavioral and osmoregulatory effects. 

Seven studies were elaborated: 1) acute stress test and osmoregulatory evaluation with 

fluoxetine; 2) test of the action of fluoxetine in different responses of stressors (physical or 

chemical); 3) individual perception test to different conspecific situations; 4) testing 

preference at different concentrations of drugs and detection by olfaction; 5) experimental 

anosmia test in type-anxiety behavior; 6) experimental anosmia test, by ZnSO4, in behavioral 

and physiological responses; 7) test of the effects of acute stress on social behavior and 

"anxiety" in jundias (Rhamdia quelen). Based on the results it was verified that the acute 

exposure to fluoxetine is able to inhibit osmoregulatory changes caused by stress. Fluoxetine 

attenuates the cortisol response to physical stressor stimulus, but not to chemical stressor 

stimulus. Zebrafish can perceive and trigger aversive behaviors when in contact with 

conditioned waters of physical, chemical, and food stress (acute fasting). Zebrafish is attracted 

to psychotropic drugs such as diazepam, fluoxetine, risperidone and buspirone, which are 

probably detected by olfaction. Temporary experimental anosmia (by lidocaine and ZnSO4) 

modulates anxiety behaviors in adult zebrafish. Jundia can be used for behavioral studies of 

"anxiety" and social interaction. In general, these results contribute to a better understanding 

of the effects and perceptions of pharmacological action and chemical communication in fish.  

Key words: stress, anxiety, fluoxetine, anosmia, zebrafish.  
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1. APRESENTAÇÃO 

 

A presença de fármacos no ambiente aquático é conhecida há décadas e, 

consequentemente, o contato desses compostos com as espécies que habitam esses 

ecossistemas é inevitável. Essa exposição pode provocar alterações importantes como a 

resposta ao estresse, a atividade osmorregulatória e o comportamento. Além disso, os sentidos 

(visão, audição, olfato, tato e paladar) são de extrema importância para homeostase, pois a 

partir deles percebem e detectam alimentos e predadores; assim, a ausência de um sentido, 

como a perda do olfato, conhecida como anosmia, pode acarretar em alterações 

comportamentais, pelo aumento da dificuldade em percepção. Com isso, a comunicação 

intraespecífica e interespecífica é imprescindível para o equilíbrio dos seres vivos que 

compõem os ecossistemas, pois possibilita que os coespecíficos sejam, por exemplo, avisados 

sobre um possível predador, zona de risco; garantindo a integridade e continuidade da espécie.  

Os resultados aqui apresentados são oriundos de estudos vinculados à linha de 

farmacologia e toxicologia em peixes do Laboratório de Fisiologia de Peixes da Universidade 

de Passo Fundo. O trabalho está embasado na apresentação dos resultados finais sob a forma 

de sete artigos publicados, para fins de defesa de tese de Doutorado, dispondo das seguintes 

seções: referencial teórico, proposição, materiais e métodos, discussão, conclusão e 

perspectivas.  

A seção de Referencial Teórico abordará sobre a presença de psicofármacos no 

ambiente aquático; psicofármacos como contaminantes ambientais (benzodiazepínicos, 

inibidores seletivos da recaptação de serotonina, buspirona, risperidona e etanol); os modelos 

animais de transtornos mentais (ansiedade e comportamento social); mecanismos fisiológicos 

de anosmia, resposta ao estresse e osmorregulação; as relações intra e interespecífica; 

comunicação química em peixes; e finalizando com os modelos animais, zebrafish e jundiá.     

A seção de Materiais e Métodos descreve de forma geral a metodologia utilizada nos 

estudos desenvolvidos e, remete aos artigos, os detalhamentos metodológicos de cada estudo. 

Nas seções Artigo 1 a 7 serão apresentados os materiais e métodos, análise estatística, 

resultados, discussão e referências bibliográficas específicos de cada estudo.  

A seção Discussão apresentará uma análise crítica de todos os resultados obtidos, bem 

como a correlação desses com a literatura e por fim as seções Conclusão e Perspectivas que 

abordarão as conclusões obtidas nos estudos com suas perspectivas. 
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1.1. REFERENCIAL TEÓRICO 

1.1.1. Psicofármacos no ambiente aquático 

 

O consumo de antidepressivos, ansiolíticos e estabilizadores de humor pela população 

tem aumentado exponencialmente nos últimos anos em todo o mundo e, consequentemente, a 

presença desses compostos e de seus metabólitos na água de efluentes tem crescido 

(HEBERER, 2002; KOLPIN et al., 2002; CALAMARI, et al., 2003; BROOKS et al., 2005; 

CALISTO; ESTEVES, 2009; ALONSO et al., 2010; HUERTA-FONTELA; GALCERAN; 

VENTURA, 2010; CALISTO; DOMINGUES; ESTEVES, 2011). Considerando a 

diversidade de fármacos encontrados na água com mecanismos de ação variados, esse tipo de 

contaminação pode causar impactos tanto na população humana usuária desses recursos, 

quanto nos organismos aquáticos que compõem esses ecossistemas e torna-se prioridade para 

as agências reguladoras envolvidas na avaliação de risco humano e ecológico (DAUGHTON; 

TERNES, 1999; HEBERER, 2002; CALAMARI, et al., 2003; BROOKS et al., 2005; JONES, 

et al., 2005; CALISTO; ESTEVES, 2009; ALONSO et al., 2010; HUERTA-FONTELA; 

GALCERAN; VENTURA, 2010; CALISTO; DOMINGUES; ESTEVES, 2011; BRODIN et 

al., 2013). 

Embora a concentração desses fármacos na água possa ser inferior às concentrações 

letais, alguns fármacos identificados nos efluentes municipais têm sido encontrados em altas 

concentrações no encéfalo (BROOKS et al., 2005), músculos (BROOKS et al., 2005; 

SACKERMAN et al., 2010) e fígado (BROOKS et al., 2005) de diversas espécies de peixes. 

Há indícios que tais contaminantes possam ocasionar um conjunto de alterações fisiológicas, 

como neuroendócrinas (como inibição a resposta ao estresse, reprodução) (PARK et al., 2012; 

PRIETO et al., 2012), bem como comportamentais nos peixes expostos (SACKERMAN et 

al., 2010; PRIETO et al., 2012, GIACOMINI et al., 2016). Baseando-se nas evidências que 

apontam sobre a presença e persistência desses fármacos na água na forma intacta ou de 

metabólitos ativos (HUERTA-FONTELA et al., 2010; CALISTO; DOMINGUES; 

ESTEVES, 2011), bem como a ação sobre o sistema nervoso central (SNC), torna-se 

imprescindível a avaliação da ação sobre os ecossistemas aquáticos. Não há relatos sobre a 

percepção dos peixes em relação à presença desses compostos na água. 
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1.1.2. Psicofármacos como contaminantes ambientais 

1.1.2.1. Benzodiazepínicos 

 

Os benzodiazepínicos são usados como sedativos, amnésicos, ansiolíticos, relaxantes 

musculares e anticonvulsivantes (GARRET et al., 1994; RAMOS, 2004; GAILLARD et al., 

2006; RANG; DALE, 2016; ROCHE, 2010). Em 1958, Leo Sternbach apresentou uma 

patente para o clordiazepóxido (Librium®), o primeiro do grupo das benzodiazepinas, as 

quais tornaram-se o maior sucesso da história da indústria farmacêutica; pertencente a esse 

grupo o diazepam (Valium®) (figura 1) lançado em 1963 (ROCHE, 2010). No Brasil, as 

capitais brasileiras passaram de um consumo de 2,63 doses diárias para mil habitantes por dia, 

em 2010, para 3,66 em 2011, chegando a 4,53 em 2012 de ansiolíticos benzodiazepínicos 

(AZEVEDO et al., 2016).  

 

Figura 1. Fórmula estrutural do diazepam. Fonte: 

http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Diazepam&Units=SI 

 

 

Os benzodiazepínicos atuam seletivamente como moduladores positivos em receptores 

do neurotransmissor GABA (ácido gama-aminobutírico), que medeia a transmissão sináptica 

inibitória em todo o sistema nervoso central (SNC) (GAILLARD et al., 2006; SIGEL; 

STEINMANN, 2012). Os benzodiazepínicos intensificam a ação do GABA ao facilitar a 

abertura dos canais de cloreto, promovendo a hiperpolarização das células onde atuam (figura 

2) (GILMAN; GOODMAN, 2001; KATZUNG et al., 2009). O diazepam é metabolizado pelo 

citocromo P450, através das enzimas 3A4, 2C8 e 2C9, que promovem N-demetilação, 

produzindo, assim, um metabólito ativo, o nordiazepam. Esse, por sua vez, é hidroxilado, 
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formando oxazepam, que sofre imediata glicuronidação através de um processo de 

conjugação (MORGAN et al., 2002).  

 

Figura 2. Representação esquemática dos sítios de ligação farmacológica no receptor GABAA, de 

benzodiazepínicos (diazepam), barbitúricos, esteroides e etanol (figura adaptada). Fonte: GOODMAN; 

GILMAN, 2012. 

 

 

1.1.2.2. Inibidores Seletivos da Recaptação de Serotonina (ISRS) 

 

A classe dos inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS) é composta por 

vários fármacos, usados no tratamento de transtornos depressivos e de ansiedade. A fluoxetina 

(figura 3) é o principal representante dessa classe que foi descrita pela primeira vez como 

Lilly 110140. De acordo com dados da ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), 

de 2009 a 2011, no Distrito Federal, o consumo de fluoxetina teve um aumento de 83% 

(FUCHS; WANNMACHER, 2010).  

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ansiedade
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Figura 3. Fórmula estrutural da fluoxetina. Fonte: 

http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Fluoxetine&Units=SI 

 

 

 Os ISRSs atuam inibindo o transportador de serotonina (SERT) responsável pela 

recaptação de serotonina pelo neurônio pré-sináptico, aumentando a quantidade de serotonina 

disponível na sinapse. Consequentemente, há aumento global da neurotransmissão 

serotonérgica no SNC (figura 4) (RANG; DALE, 2016). 

 

Figura 4. Representação esquemática do mecanismo de ação da fluoxetina (figura adaptada). ISRSs, IRSNs e 

ADTs aumentam a neurotransmissão serotonérgica, bloqueando o transportador de serotonina nos terminais pré-

sinápticos (SERT). IMAOs (Inibidores da monoamina oxidase), SERT (transportador de serotonina), ISRSs 

(Inibidores Seletivos da Recaptação de Serotonina), ADTs (Antidepressivos tricíclicos), IRSNs (Inibidores da 

recaptação da serotonina e noradrenalina), 5-HT (5-hidroxitriptamina (serotonina)), 5-HTR (receptores 5-HT). 

Fonte: GOODMAN; GILMAN, 2012. 

 

http://www.cochrane.org/pt/CD010292/inibidores-da-recaptacao-da-serotonina-e-noradrenalina-irsns-para-fibromialgia
http://www.cochrane.org/pt/CD010292/inibidores-da-recaptacao-da-serotonina-e-noradrenalina-irsns-para-fibromialgia
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 A fluoxetina é extensivamente metabolizada no fígado, principalmente pelas 

isoenzimas do citocromo P450: CYP2D6 e CYP2C9 à norfluoxetina (HIEMKE; HARTTER, 

2000; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).  

 

1.1.2.3. Buspirona 

 

  A buspirona (figura 5) é um composto não-benzodiazepínico, pertencente à classe 

azaspirodecanediona, com propriedades ansiolíticas e sem atividade anticonvulsivante, 

miorrelaxante e hipnótica (SANTOS et al., 2006; GOA; WARD, 1986). O primeiro fármaco 

da classe das azapironas foi sintetizado na década de 70 (ANDREATINI et al., 2001; 

CAIXETA, 1995).  

 

Figura 5. Fórmula estrutural da buspirona. Fonte: 

http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Buspirone&Units=SI 

 

 

A buspirona tem alta afinidade por receptores serotonérgicos do subtipo 5-HT1A 

(figura 6) e não interage com receptores GABAérgicos (ERHORN, 2008). Além disso, a 

buspirona produz um aumento na densidade dos receptores D2 cerebrais na região do corpo 

estriado, com forte possibilidade de interação entre os sistemas serotonérgico e 

dopaminérgico (LIMA et al., 2002).  
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Figura 6. Representação esquemática do mecanismo de ação da buspirona (figura adaptada). 5-HTR (receptores 

5-HT). Fonte: GOODMAN; GILMAN, 2012. 

 

 

A metabolização da buspirona se da pela enzima CYP3A4 do citocromo P450 

(ANDERSON et al., 1996), a qual gera um metabólito ativo, o 1-pirimidinil-piperazina, e um 

inativo, a 5-hidroxi-buspirona.  

 

1.1.2.4. Risperidona 
 

A risperidona é um derivado benzisoxazólico (figura 7), utilizado frequentemente no 

tratamento da esquizofrenia. A risperidona foi lançada comercialmente em 1993, com o nome 

de Risperdal
®

, pela empresa Janssen-Cilag Farmacêutica. 

 

Figura 7. Fórmula estrutural da risperidona. Fonte: 

https://www.researchgate.net/figure/258398492_fig2_Structure-of-risperidone  

 

 

https://www.cnsforum.com/educationalresources/imagebank/antidepressants/drug_ssri_norm
https://www.cnsforum.com/educationalresources/imagebank/antidepressants/drug_ssri_norm
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A risperidona apresenta efeito bloqueador de receptores de dopamina (D2) (Figura 

8A) e serotonina (5-HT2) (Figura 8B), ligando-se a receptores α1, α2, e H1. A risperidona é 

metabolizada pela CYP2D6 em 9-hidróxi-risperidona. Outra via metabólica da risperidona é a 

N-desalquilação. 

Figura 8. Representação esquemática do mecanismo de ação da risperidona. (A) Bloqueio de receptores de 

dopamina (D2R). (B) Bloqueio de receptor de serotonina (5-HT2) (figura adaptada). 5-HTR (receptores 5-HT). 

Fonte: O autor. 

 

1.2.2.5. Etanol 

 

Globalmente, estima-se que indivíduos com idade superior a 15 anos consumiram em 

torno de 6,2 litros de álcool puro (Figura 9) em 2010.  No Brasil, o consumo total estimado é 

equivalente a 8,7 litros por pessoa, quantidade superior à média mundial. Estima-se que no 

Brasil, os homens consumam 13,6 litros por ano, e as mulheres, 4,2 litros de álcool por ano 

(OMS, 2014).  

 

Figura 9. Fórmula estrutural do etanol. Fonte: http://www.infoescola.com/quimica/funcoes-organicas 
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Os efeitos agudos do etanol sobre o SNC são inibitórios, causando relaxamento, 

redução da ansiedade e sedação. Tais efeitos são mediados por receptores GABAA 

(RADCLIFFE et al., 1999; KUMAR et al., 2009), no qual o etanol atua facilitando a inibição 

GABAérgica (figura 2) e pela redução de glutamato,  o principal neurotransmissor excitatório 

do SNC. A metabolização do etanol inicia-se com a sua oxidação sequencial em acetaldeído e 

acetato, sofre oxidação e envolve a atividade de uma enzima do citocromo P450, a CYP2E1. 

 

1.1.3. Modelos Animais de Transtornos Mentais 

1.1.3.1. Modelos de Ansiedade 

 

O estudo de ansiedade em organismos modelo vem sendo realizado desde a década de 

30. No início das pesquisas em psicofarmacologia e ansiedade foram utilizados modelos com 

ênfase no aprendizado e reflexos condicionados; na década de 50 tiveram-se início os estudos 

com o enfoque no condicionamento operante (resposta espontânea de animais) (GARCIA, 

2007). Assim, várias pesquisas foram realizadas ao longo dos anos, utilizando-se diferentes 

protocolos para avaliar ansiedade que são classificados de acordo com as respostas 

condicionadas ou não-condicionadas. Nas condicionadas há o envolvimento da resposta a um 

estresse e no modelo não-condicionado as reações são espontâneas, ou seja, ocorrem 

naturalmente. Os modelos utilizados são o teste de campo aberto, que possibilita avaliar a 

ansiedade do animal através da atividade exploratória em um ambiente não familiar, como 

uma caixa vazia; o teste de claro/escuro, que avalia o comportamento do animal em uma caixa 

experimental contendo dois compartimentos, um claro e um escuro, e as transições feitas entre 

os compartimentos são quantificadas (BOURIN; HASCOËT, 2003), dentre outros. Os 

modelos de ansiedade mais conhecidos e utilizados em zebrafish como, por exemplo, o teste 

de tanque novo (GIACOMINI et al., 2016; MOCELIN et al., 2015) e o de claro/escuro 

(MOCELIN et al., 2015) são análogos aos protocolos utilizados em roedores. 
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1.1.3.2. Modelos de Comportamento Social  

 

O comportamento social é direcionado à interação entre coespecíficos, nas quais são 

observadas formas de comunicação. Entre os comportamentos sociais, destaca-se o teste de 

interação social desenvolvido por File e Hyde (FILE, HYDE, 1979), que se baseia em 

diferentes comportamentos de pares de ratos machos em uma arena iluminada. A frequência e 

o tempo gasto pelo par de machos em diferentes tipos de interação social podem ser 

classificados em duas categorias: comportamentos agressivos (agarrar, chutar, boxear ou 

morder) e comportamentos não agressivos (cheirar e comportamentos de limpeza da face). 

Nesse teste, ambos os animais são colocados em uma arena com o assoalho marcado em 

quadrados de forma que se possa quantificar a atividade motora do animal. O aumento na 

interação social sem o aumento concomitante na atividade motora é um indicador de efeito 

ansiolítico. Em peixes, como o zebrafish, os modelos de interação social mais conhecidos são 

os testes de preferência de grupo, nos quais os peixes podem ser avaliados de forma 

individual (GIACOMINI et al., 2016) ou em cardume (GERLAI, 2003), analisando o tempo 

de aproximação do peixe ao aquário que contém cardume de coespecíficos. 

 

1.1.4. Mecanismos Fisiológicos  

1.1.4.1. Anosmia 

 

 O sentido olfativo desempenha um papel importante na modulação de 

comportamentos e em funções cerebrais (WANG et al., 2011). Nos seres humanos, aromas 

percebidos durante experiências traumáticas podem desencadear ansiedade patológica 

(HINTON et al., 2004), enquanto que  olfato prejudicado por anosmia aguda ou definitiva 

provoca transtornos afetivos, como ansiedade e depressão (CLEPCE et al., 2012). Déficits 

olfativos são também associados a muitas outras desordens psiquiátricas tais como a 

demência, a doença de Parkinson e esquizofrenia (ALBERS et al., 2006; ATANASOVA et 

al., 2008). 

 Os roedores são animais macrosmáticos, que dependem do olfato ainda mais 

fortemente que os seres humanos (RIBEIRO et al., 2014). O olfato desempenha um papel 

importante na modulação do seu comportamento, incluindo interações sexuais e sociais, 

defensivas, alimentares e migratórias (DØVING, 1986; KASUMYAN, 2004). A indução de 
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anosmia como modelo para estudo vem sendo estudada há décadas, com os modelos de 

anosmia permanente ocasionados por lesão do bulbo olfatório e bulbectomia (HENDRICKS 

et al., 1994), e anosmia aguda com administração de sulfato de zinco (ZnSO4) (UEBAYASHI 

et al., 2001) em roedores; em peixes o modelo envolve a anosmia permanente pela 

bulbectomia (HELLSTRØM; DØVING, 1986). 

 

1.1.4.2. Resposta ao Estresse em Peixes 

 

A resposta ao estresse ocorre pela presença de algum agente estressor (figura 10), que 

ativa o sistema nervoso simpático e o eixo hipotálamo-hipófise-interrenal (HHI) em peixes. 

As respostas de estresse são divididas em três categorias: primárias, secundárias e terciárias 

(figura 10) (BARTON et al., 2002a). As respostas primárias são as hormonais, as secundárias 

são mudanças nos parâmetros fisiológicos e bioquímicos e as terciárias são as do 

comprometimento no desempenho, as mudanças no comportamento e o aumento da 

suscetibilidade a doenças. O estímulo estressor ativa os neurônios hipotalâmicos, os quais 

liberam o hormônio liberador de corticotrofina (CRH) para a circulação, esse hormônio atua 

na hipófise, estimulando a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que atua no 

córtex da glândula interrenal, estimulando a liberação de cortisol (RAMSAY et al., 2006; 

2009).  

Figura 10. Diferentes estressores e respostas de estresse em peixes (figura adaptada). Fonte: BARTON, 2002b. 
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Além das alterações fisiológicas, a resposta ao estresse promove alterações 

comportamentais em diversas espécies (SACKERMAN et al., 2010; GEBAUER et al., 2011; 

SNYDER et al., 2011; PARKER et al., 2012; PAGNUSSAT et al., 2013; LEE et al., 2014; 

MASANA et al., 2014; ZHANG et al., 2014). A exposição ao estresse promove 

consequências negativas no comportamento social de camundongos (MASANA et al., 2014); 

prejudica a função cognitiva, aumenta a ansiedade e agressividade e diminui a interação social 

em zebrafish (PIATO et al., 2011; GIACOMINI et al., 2016). Além disso, tal resposta a 

agentes estressores pode ser dependente do tipo de linhagem estudada, bem como variar de 

acordo com o contexto em que é empregado (QUADROS et al., 2016).  

 

1.1.4.3. Osmorregulação 

 

Osmorregulação é a capacidade que alguns animais possuem em manter o equilíbrio 

iônico, extremamente importante para a homeostase dos peixes. Os peixes de água doce são 

hiperosmóticos em relação ao ambiente aquático e, consequentemente, apresentam uma 

entrada excessiva de água por osmose e perda de íons por difusão (BALDISSEROTTO et al., 

2008). As alterações nas concentrações iônicas da água podem interferir no comportamento 

dos peixes, como na reprodução, crescimento e, em situações extremas, sobrevivência 

(ALMEIDA et al., 2013). Além disso, outros fatores podem vir a comprometer a 

osmorregulação, como a temperatura, composição da água, níveis de oxigênio dissolvido, e a 

possibilidade de interferência de fatores externos como estresse (BALDISSEROTTO et al., 

2008; BALDISSEROTTO; VAL, 2002; ROSSO et al., 2006). 

 

1.1.5. Relação Intraespecífica e Interespecífica 

 

Nos ecossistemas aquáticos, a comunicação intraespecífica e interespecífica é 

imprescindível para o equilíbrio dos seres vivos que compõem as comunidades. Os peixes 

podem comunicar quimicamente ao grupo (coespecíficos) a ocorrência de situação de risco 

através de substâncias químicas (substância de alarme) produzidas e armazenadas em células 

epidermais club e liberadas na água como resultado da injúria na pele (CHIVERS; SMITH, 

1998; KORPI; WISENDEN, 2001; OLIVEIRA et al., 2014), ou pela presença de sangue na 

água (BARRETO et al., 2013). Entretanto, os estudos sobre a comunicação química frente ao 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Animal
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contato indireto, onde substâncias de distúrbio são liberadas sem a necessidade de lesão, ainda 

são escassos. Barcellos et al. (2014) verificaram que o contato com o predador promove um 

aumento no cortisol em indivíduos da mesma espécie por sinais químicos e não visuais 

(BARCELLOS et al. 2014). Nesse tipo de comunicação, tanto o reconhecimento do risco 

quanto a capacidade para liberar a substância utilizada em comunicação, são essenciais 

(JORDÃO; VOLPATO, 2000; BARCELLOS et al. 2011).  

 

1.1.6. Comunicação Química  

 

A comunicação química entre indivíduos da mesma espécie é interpretada como um 

mecanismo adaptativo que promove a elevação do cortisol em antecipação da ameaça, 

ampliando a consciência do animal em relação ao meio ambiente (CHIVERS; SMITH, 1998; 

OLIVEIRA et al. 2014; BARCELLOS et al. 2007; 2010; 2011; 2014; KATS; DILL, 1998). 

Na relação interespecífica, o contato com o predador pode ser considerado como uma situação 

de estresse que, além das alterações comportamentais, pode induzir respostas fisiológicas 

como ativação do eixo neuroendócrino hipotálamo-hipófise-interrenal e, consequentemente, 

elevação do cortisol no peixe presa. Essa ativação pode se dar a partir do contato direto com o 

predador por ação das substâncias de alarme (KORPI; WISENDEN, 2001) ou pelo 

reconhecimento da situação de risco em contatos indiretos com predadores através da ação 

das substâncias distúrbios (JORDÃO; VOLPATO, 2000), as quais alteram o comportamento 

e também ativam o eixo HHI em peixes sem nenhum contato direto com o predador 

(BARCELLOS et al., 2007; 2010; 2011; 2014). 

 

1.1.7. Organismos modelo 

1.1.7.1.  Zebrafish 

 

O zebrafish (Danio rerio), também conhecido como peixe-zebra ou paulistinha, é um 

pequeno teleósteo tropical de água doce, pertencente à família Cyprinidae, de origem asiática 

(ARUNACHALAM et al., 2013; ENGESZER et al., 2007). Desde o início do século XX, o 

zebrafish vem sendo utilizado como organismo modelo para pesquisas em diversas áreas do 

conhecimento, entre elas: fisiologia, toxicologia, genética, cardiovascular, embriologia, 
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metabolismo, oncologia; o que se justifica em razão da homologia genética com seres 

humanos (HOWE et al., 2013). O zebrafish tem sido utilizado também como organismo 

modelo em neurociências, em estudos sobre doenças neurodegenerativas, comportamento e 

testes de candidatos a fármacos (BARBAZUK et al., 2000; SHIN; FISHMAN, 2002; 

MUELLER et al., 2004; GOLDSMITH, 2004; ZON; PETERSON, 2005; EGAN et al., 2009). 

Com sua elevada homologia, a espécie apresenta todos os neurotransmissores clássicos dos 

vertebrados (MUELLER et al., 2004) e o sistema neuroendócrino exibe resposta robusta ao 

estresse (ALSOP; VIJAYAN, 2009), sendo evolutivamente conservado.  

 

1.1.7.2. Jundiá  

 

O jundiá (Rhamdia quelen) é um peixe nativo da América do Sul, podendo ser 

encontrado desde o México até o centro da Argentina, pertencente à família Heptapteridae 

(SILFVERGRIP, 1996). O jundiá é uma espécie substancial para a aquicultura, uma vez que 

apresenta capacidade de suportar as baixas temperaturas da região Sul do Brasil durante o 

inverno, bem como ter seu crescimento potencializado durante o verão (SOSO et al., 2007). É 

um peixe onívoro de leve tendência carnívora, mas também se alimenta de plâncton e bentos, 

tendo uma alta preferência por proteína de origem animal (GOMES et al., 2000); habita lagos 

e fundos de rios, preferindo ambientes com águas mais calmas, com fundo de areia e lama, 

próximos a vegetação da margem (BALDISSEROTTO; RADÜNZ, 2004). Além disso, o 

jundiá tem recebido grande atenção por pesquisadores da América do Sul, que têm estudado 

seus aspectos reprodutivos, como a concentração de esteroides (testosterona) relacionada ao 

ciclo reprodutivo em machos (BARCELLOS et al., 2002); resposta ao estresse em exposição 

a um estressor agudo em diferentes estágios de desenvolvimento (KOAKOSKI et al., 2012); 

assim como metabolismo, no qual avaliam os efeitos do jejum sobre cortisol, glicose, 

glicogênio hepático e muscular em  adultos (BARCELLOS et al., 2010). 
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1.2. PROPOSIÇÃO 

 

1.2.1. Proposição Geral 

 

Avaliar se os peixes são capazes de identificar diferentes situações estressoras e 

fármacos, analisando os efeitos neuroendócrinos, comportamentais e osmorregulatórios. 

 

1.2.1.1.Proposições Específicas 

 

 Avaliar se o estresse altera a osmorregulação e se a fluoxetina reverte o efeito do 

estresse. 

 Verificar se a fluoxetina pode modular as diferentes respostas de estressores (físicos 

ou químicos) em zebrafish. 

 Identificar a percepção individual a diferentes situações de coespecíficos.  

 Verificar se os peixes expostos a diferentes fármacos detectam a presença desses na 

água, e se presença é detectada pela via olfatória. 

 Identificar se a anosmia altera o comportamento tipo-ansiedade em peixes. 

 Examinar se a anosmia experimental, por ZnSO4, pode estar associada a respostas 

comportamentais e fisiológicas. 

 Avaliar os efeitos do estresse agudo sobre comportamento social e ansiedade em 

jundiás. 

 

1.3. JUSTIFICATIVA  

 

Com base na introdução, referencial teórico e proposições expostas, justifica-se a 

continuidade do foco das pesquisas sobre impactos ambientais causados pela contaminação 

por fármacos na água em respostas neuroendócrinas, osmorregulatórias e comportamentais; 

bem como seus mecanismos de percepção e de comunicação química em situações 

estressantes; além de estudos de novos organismos modelos para análises comportamentais. 

Esse conhecimento torna-se indispensável, tanto nas alterações causadas em peixes quanto em 

todo ambiente. 

 



23 
 

 

1.4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.4.1. Animais e condições de laboratório 

 

Os estudos foram desenvolvidos no Laboratório de Fisiologia de Peixes, da 

Universidade de Passo Fundo (UPF). Foram utilizados 1522 zebrafish (wild type), de ambos 

os sexos com peso entre 0,4 e 0,9 gramas, além de 192 jundiás de ambos os sexos com peso 

entre 5 ± 1,5 gramas. Os peixes permaneceram na densidade de 0,5 gramas de peso corporal 

para cada litro de água. Zebrafish permaneceram sob fotoperíodo de 14 h claro: 10 h escuro, e 

aeração constante, foram mantidos a temperatura média de 26 ± 2
o
C, recebendo ração 

comercial Alcon
®
 (Alcon

®
 Basic, MEP 200 Complex, Brasil) duas vezes ao dia. Jundiás 

permaneceram sob fotoperíodo natural e aeração constante, mantidos sob a temperatura de 24 

± 2
o
C, recebendo ração comercial extrusada (42% de proteína, 3400 kcal kg

-1
 energia 

digestiva, Brasil) duas vezes ao dia. 

 

1.4.2. Aspectos éticos  

 

Os estudos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade de Passo Fundo, registro nº 012/2012, 029/2013, 010/2014, 029/2014, e 

017/2016 (Anexos A - E).  

 

 

1.4.3. Estudos desenvolvidos  

  

A avaliação do efeito da fluoxetina na água sob a resposta ao estresse e fluxos iônicos 

em zebrafish (artigo 1), foi realizada a partir dos seguintes experimentos: 1) Tempo de curso 

da resposta ao estresse e osmorregulação; 2) Resposta ao estresse em peixes expostos a 

fluoxetina; 3) Osmorregulação em peixes expostos a fluoxetina. Ao final dos experimentos, os 

peixes foram coletados para análise de cortisol de corpo inteiro pelo método descrito por Sink 

e colaboradores (SINK; LOCHMANN; FECTEAU, 2007), e a água foi coletada para análise 

de fluxos iônicos (concentrações de Na
+
 e K

+
) pelo método de descrito por Baldisserotto e 

colaboradores (BALDISSEROTTO et al., 2008). 
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A identificação da modulação da fluoxetina sobre as diferentes respostas à estressores 

(físicos ou químicos) em zebrafish (artigo 2) foi feita a partir dos seguintes experimentos: 1) 

Teste da resposta ao estresse sob estímulos físicos; 2) Teste da resposta ao estresse sob 

estímulos químicos. A análise de cortisol foi feita pelo método descrito por Sink e 

colaboradores (SINK; LOCHMANN; FECTEAU, 2007). 

A avaliação da percepção individual a diferentes situações de coespecíficos (artigo 3), 

que foi realizada a partir dos seguintes experimentos: 1) Teste de percepção de estresse físico, 

químico e contato visual com um predador; 2) Teste de percepção de estresse por privação 

alimentar. A aferição dos comportamentos foi feita por teste validado para análise de 

preferência de anestésicos em zebrafish (READMAN et al., 2013).  

A verificação da atratividade ou aversividade dos peixes por psicofármacos, e da 

percepção olfatória (artigo 4) foi realizada a partir dos seguintes experimentos: 1) Teste de 

atração e aversão com aparato quimiotáxico; 2) Teste de atração e aversão com peixes 

anósmicos. A aferição dos comportamentos foi feita por teste validado para análise de 

preferência de anestésicos em zebrafish (READMAN et al., 2013). A anosmia temporária foi 

induzida pela aplicação de lidocaína em gel (50 mg/g) nas narinas e superfície olfativa como 

descrito por Johansen (JOHANSEN, 1985). 

 A avaliação dos efeitos da anosmia experimental induzidos pela lidocaína sobre o 

comportamento tipo-ansiedade e os níveis de cortisol em zebrafish (artigo 5) foi desenvolvida 

por análise do comportamento tipo-ansiedade validado em zebrafish (KALUEFF et al., 2013), 

e análise de cortisol pelo método descrito por Sink e colaboradores (SINK; LOCHMANN; 

FECTEAU, 2007). 

 A identificação das respostas comportamentais e fisiológicas associadas à anosmia 

experimental, evocada por ZnSO4 em zebrafish adultos (artigo 6) foi desenvolvida a partir dos 

seguintes experimentos: 1) Teste comportamental no labirinto em Y 1 e 24 h após anosmia; 2) 

Teste comportamento tipo-ansiedade 1, 24 e 72 h após anosmia; 3) análises histopatológicas e 

de cortisol 1 h após anosmia. A aferição do comportamento tipo-ansiedade foi feita por teste e 

análise validados em zebrafish (KALUEFF et al., 2013), e  análise de cortisol pelo método 

descrito por Sink e colaboradores (SINK; LOCHMANN; FECTEAU, 2007). As alterações 

histológicas no epitélio olfatório, inervações nasais e bulbo olfatório foram analisadas a partir 

do preparo do material com tamponamento (formalina 10%), após descalcificadas, 

desidratadas (série de etanol graduado), em seguida, incorporadas em parafina; a partir disso 

coradas com hematoxilina-eosina e examinadas em microscópio óptico AxioCam Erc5 e 

programa Axio SV40 4.8.2.0 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha). 
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A verificação dos efeitos do estresse agudo sobre comportamento social e ansiedade 

em jundiás (artigo 7) foi realizada a partir do seguinte experimento: teste de estresse agudo e 

avaliação comportamental. A aferição dos comportamentos foi feita por teste validado para 

comportamento tipo-ansiedade e social em zebrafish (GIACOMINI et al., 2016).  

Os comportamentos de todos os testes (Artigo 3-7) foram filmados por câmera 

Logitech HD Webcam C525 (Logitech, Romanel-sur-Morges, Suiça), e os vídeos analisados 

posteriormente com o programa AnyMaze® (Stoelting CO, USA).  

 

1.4.4. Fármacos testados e tempo de exposição  

 

Foram utilizados clonazepam (Rivotril
®
, ROCHE, Brasil), diazepam (União Química, 

Brasil), fluoxetina (Daforin, EMS, Brasil), risperidona (Risperidona, EMS, Brasil), buspirona 

(Ansitec®, LIBBS, Brasil), lidocaína (Lidocaína Gel, EMS, Brasil), etanol, ácido 

tricloroacético e sulfato de zinco adquiridos a partir de fornecedor comercial. 

As concentrações utilizadas nos estudos foram: clonazepam 0,057 e 300 µg /L; 

diazepam 0,88, 16 e 160 µg /L; etanol 0,25%, 0, 5% e 1%; fluoxetina 1, 25 e 50 µg /L; 

risperidona 0,00034, 100 e 170 μg/L; buspirona 10, 1000 e 3000 μg/L. 

A exposição aos fármacos no teste de atração e aversão (aparato quimiotáxico, artigo 

2) foi de 150 segundos, tempo utilizado para a avaliação de preferência de anestésicos 

(READMAN et al., 2013). Nos experimentos de avaliação de resposta ao estresse e 

osmorregulação (artigo 1), modulação de diferentes respostas aos estressores (físicos ou 

químicos) (artigo 2), comportamento tipo-ansiedade (artigo 5), comportamento social e 

"ansiedade" em jundiás (artigo 7); a exposição à fluoxetina foi de 15 minutos. 

 

1.4.5. Delineamentos, procedimentos e análise estatística  

 

Os detalhes referentes aos delineamentos experimentais de cada estudo desenvolvido, 

bem como os procedimentos específicos e análise estatística estão descritos nos respectivos 

artigos. 
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3. DISCUSSÃO  
 

O estresse agudo altera os fluxos iônicos em zebrafish adulto e a exposição aguda à 

fluoxetina bloqueia a resposta ao estresse, consequentemente, acarreta inibição das alterações 

osmorregulatórias relacionadas ao estresse (Fig. 12A), com isso consequências diretas na 

osmorregulação, no eixo neuroendócrino e no comportamento desses peixes. Ademais, as 

respostas de estímulos estressores (físicos ou químicos) desencadeiam uma resposta de 

cortisol em zebrafish, a qual pode ser modulada, atenuada, pela fluoxetina em resposta a um 

estímulo estressor físico, mas não ao estressor químico (Fig. 12B).  

O zebrafish pode perceber e desencadear reações defensivas induzidas por diferentes 

estímulos químicos desencadeados por estímulos estressores (estresse físico, químico ou 

visual (contato visual com predador)); ou estresse alimentar (jejum agudo ou restrição 

alimentar crônica); esses estímulos desencadeiam comportamentos aversivos (como estresse 

físico, químico e o estresse alimentar (jejum agudo)), reforçando a hipótese de que os peixes 

usam uma combinação de informações e o contexto da situação para determinar sua estratégia 

de evasão (Fig. 12C). Ademais, a presença de fármacos psicoativos nos ecossistemas 

aquáticos (CALISTO; ESTEVES, 2009), como diazepam, fluoxetina, risperidona e buspirona, 

podem ser atrativos aos peixes e sua detecção na água é, provavelmente, através de olfato 

(Fig. 12D). Assim, a evidência de que a anosmia experimental por lidocaína em gel (Fig. 12E) 

e pelo ZnSO4 (Fig. 12F) modula comportamentos de ansiedade em zebrafish adulto, 

demonstra o ciclo de alterações desencadeadas pelos fármacos no ambiente aquático. Além 

disso, novos organismos modelos podem vir a ser estudados como o jundiá (Rhamdia quelen), 

em estudos comportamentais de "ansiedade" e interação social, a partir de testes consolidados 

e análise computadorizada, que permitem resultados mais confiáveis e comparáveis (Fig. 

12G). 

 

Figura 12. A árvore representa de forma figurativa o esquema estrutural da discussão dos estudos desenvolvidos, 

no qual os galhos representam a linha de estudo e os frutos os artigos publicados. (A) Efeitos da fluoxetina na 

água na resposta ao estresse e osmorregulação em zebrafish: apresentando uma temática quanto aos fármacos em 

ambiente aquático, alterações neuroendócrinas, osmorregulatórias e comportamentais; (B) Efeito divergente da 

fluoxetina sobre a resposta a estressor físico ou químico; (C) Respostas comportamentais do zebrafish dependem 

do tipo de sinais químicos ameaçadores: na temática de estímulos químicos desencadeados por estímulos 

estressores; (D) Exposição aguda a fármacos psicoativos na água atraem zebrafish: apresentando uma temática 

quanto à bioacumulação e atração de fármacos, bem como anosmia; (E) O cheiro da "ansiedade": modulação 
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comportamental por anosmia experimental em zebrafish; (F) Efeito da anosmia periférica induzida por ZnSO4 

sobre o comportamento e fisiologia do zebrafish; (G) Avaliando comportamento de "ansiedade" e social em 

jundiá (Rhamdia quelen): como a temática de organismos modelos para estudos de doenças neuropsicológicas e 

neurológicas, incluindo déficits olfatórios. 

 

 

O cortisol de corpo inteiro apresentou elevação dos níveis 15 minutos após o estresse, 

momento do pico de cortisol em zebrafish (RAMSAY et al., 2009). A fluoxetina diminuiu os 

níveis de cortisol, demonstrando efeito de bloqueio sobre o eixo neuroendócrino do estresse 

(ABREU et al., 2014) . O estresse agudo causou uma absorção de Na
+
 e K

+
 60 minutos após 

estresse, assim hipotetizou-se que a alteração osmorregulatória por estresse agudo em 

zebrafish ocorra 60 minutos após a exposição ao estresse. Ademais, o cortisol pode estimular 

o influxo de Na
+
, Cl

-
 e a captação de Ca

2+
 (KUMAI et al., 2012). Com isso, a fluoxetina ao 

bloquear a resposta ao estresse, altera a osmorregulação pela redução no influxo de Na
+
 e K

+
.
 

Nesse contexto, verificou se que a fluoxetina modula (atenua) a resposta ao estresse 

físico, mas não químico; mesmo o estresse físico (RAMSAY et al., 2009) ou químico 

(TELES et al., 2017) aumentando os níveis de cortisol no zebrafish. A maior magnitude da 

resposta do estressor físico deve estar relacionada pelo seu confinamento (SILVA et al., 

2015), possivelmente estressores físicos atuam nas regiões dorsolateral e dorsomedial do 

palium, regiões de homologia funcional à amígdala e hipocampo em mamíferos (GOODSON; 

KINGSBURY, 2013), com ação consequente sobre o hipotálamo. Por outro lado, o estresse 

químico não desencadeia uma resposta de tal magnitude (SILVA et al., 2015), com a hipótese 

de que dependa de mais de uma via sensorial (por exemplo, o odor, tato) para a percepção do 

estímulo, o que resultaria em uma supressão da força de estimulação do sistema hipotalâmico, 

com consequente estimulação hipofisária e posterior adrenérgica. 
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A fluoxetina atenuou o aumento do cortisol em zebrafish em resposta ao estímulo 

estressor físico; e a atenuação a resposta ao cortisol é concentração dependente sobre um 

estresse agudo (perseguição) (ABREU et al., 2014). A fluoxetina também bloqueou a resposta 

ao estresse após exposição crônica em zebrafish (EGAN et al., 2009), além do estresse 

aumentar a atividade serotoninérgica no telencéfalo em peixes (ØVERLI et al., 2004). De 

fato, os níveis de serotonina nas regiões cerebrais homólogas ao hipocampo e à amígdala dos 

mamíferos estão alterados em peixes submetidos a restrições espaciais (SILVA et al., 2015). 

Esse efeito reforça a participação destas regiões em resposta ao estresse físico, bem como o 

envolvimento da serotonina nessas vias. Ainda assim, a fluoxetina não bloqueou o aumento 

do cortisol em peixes em resposta ao estímulo estressor químico. As respostas de estresse 

induzidas pela substância de alarme na tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) aumentaram a 

taxa de ventilação e os níveis de cortisol (SANCHES et al., 2015), bem como o aumento de 

movimentos erráticos em zebrafish (SPEEDIE; GERLAI, 2008). A exposição ao sangue 

também demonstrou induzir o comportamento anti-predatório em tilápia do Nilo (BARRETO 

et al., 2013). Os receptores serotoninérgicos (5-HT1A e 5-HT4) expressos em células 

esteroidogênicas nas glândulas inter-renais medeiam os efeitos da serotonina na resposta ao 

cortisol e esse mecanismo direto pode estar subjacente aos efeitos da fluoxetina observados na 

resposta ao estresse físico, nomeadamente a inibição da liberação de cortisol. 

O zebrafish pode perceber e evitar a água condicionada por estímulos químicos 

liberados por peixes estressados (quimicamente ou fisicamente) e pela água de peixes 

submetidos ao jejum agudo (sinais químicos de perturbação). O protocolo e o aparato 

experimental, teste de preferência quimiotáxica, foram validados em estudo de preferência a 

anestésicos em zebrafish (READMAN et al., 2013). Hipotetizou-se que a água do estresse 

físico e químico, e os peixes no jejum agudo provocaram um comportamento de evitação 

(aversão), uma vez que a informação é a partir de um estímulo direto, por serem estímulos 

que não precisam de um contexto específico para a liberação. A comunicação da situação de 

estresse já foi descrita em peixes (BARCELLOS et al., 2011, OLIVEIRA et al., 2013), assim 

o estresse físico e químico foram capazes de estressar os peixes comunicados quimicamente 

pela água ao peixe no aparato, pois já se sabe que a simples introdução da água de peixe 

estressado (emissor) é capaz de provocar uma resposta de estresse em peixes receptores, 

generalizando a resposta ao estresse (aumento de cortisol) a todos os peixes criados em todos 

os tanques do sistema de recirculação (BARCELLOS et al., 2011). O jejum induz algumas 

alterações no metabolismo dos peixes, na endocrinologia (BARCELLOS et al., 2010, ROSSI 



83 
 

 

et al., 2015) e na produção e reação a substâncias de alarme (MCCORMICK; LARSON, 

2008; BARRETO et al., 2012). A mobilização de reservas de energia a partir de carboidratos, 

lipídios ou proteínas pode produzir alguns metabólitos que são excretados para a água 

(JAYARAM; BEAMISH, 1992; LAUFF; WOOD, 1996; WILKIE, 2002). Em jejum aumenta 

o precursor de secretogranina II (SGII), que atua em células neuroendócrinas estimulando a 

liberação de hormônio luteinizante e aumentando os comportamentos locomotores em peixes 

(TRUDEAU et al., 2012). Além disso, o cortisol desempenha um papel crucial na 

mobilização de energia induzida pelo jejum (WENDELAAR BONGA, 1997; MOMMSEN, 

1999), e é excretado para a água através da urina, bile (VERMEIRSSEN; SCOTT, 1996) e 

fezes (TURNER et al., 2003). Assim, é muito plausível a hipótese de que os peixes em jejum 

liberam algumas substâncias químicas que são interpretadas por coespecíficos como uma 

situação ameaçadora, insegura e/ ou indesejável. Reforçando a hipótese de que os peixes usam 

uma combinação de diferentes informações e contextos para determinar sua estratégia de 

evasão. 

Nesse contexto de percepção de substancias na água, a presença de fármacos na água é 

preocupante, além de intrigante, uma vez que fármacos psicoativos apresentam ser atraentes, 

pois os peixes não nadam evitando a pista contaminada como esperado; na verdade, buscam 

esses fármacos. O protocolo e aparatos usados para esse teste de preferência quimiotáxico já 

foram previamente validados (READMAN et al., 2013). A hipótese geral para que os peixes 

busquem os fármacos é a de que as concentrações eram atrativas para os peixes, por evocar 

um estado de bem-estar. Além disso, cada fármaco testado atua em diferentes sistemas, 

modulando neurotransmissores como GABA, serotonina e dopamina. A razão pela qual esses 

fármacos atraem os peixes pode estar relacionada com áreas que estimulam a recompensa 

como límbica, hipotálamo e tronco cerebral (TAN et al., 2011.; ABLER et al., 2012.; 

KRONENBERG et al., 2012.; HSU et al., 2014). Pelo conhecido fato da buspirona não ter 

efeitos sedativos (SEIDEL et al.,1985; BENCAN et al., 2009), é mais provável que a sedação 

não seja a causa da atração desses fármacos. Além disso, todos os fármacos testados 

provocaram alterações no número de cruzamentos entre o lado com fármaco e o lado com 

somente água; reforçando a hipótese que a sedação não seja o fato da atração, todos os 

fármacos não alteraram nenhum parâmetro locomotor, descartando possíveis efeitos 

neuromusculares. No que diz respeito à buspirona e risperidona, somente a concentração 

intermediária apresentou efeito atrativo. Uma possível explicação para esse padrão é que a 

buspirona e risperidona podem provocar uma curva de concentração-resposta em forma de U, 
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similar à encontrada para o diazepam (ABREU et al., 2014) e para a risperidona 

(IDALENCIO et al., 2015) sobre o bloqueio da resposta ao estresse zebrafish. O zebrafish 

apresentou comportamento de aversão frente ao controle positivo, demonstrando que são 

capazes de detectar o pH ácido e odores. A aversão quando em contato com o odor alimentar 

foi abolida em peixes anósmicos.  

Ademais, em zebrafish anósmico, a atração verificada pelos fármacos (diazepam, 

fluoxetina, risperidona e buspirona) foi abolida, sugerindo que a percepção de fármacos possa 

ter sido como resultado da estimulação de um quimiorreceptor associado ao olfato. 

Considerando-se a natureza quimio-sensorial do teste utilizado, a aversão ao pH 3,0 é  

provavelmente associada ao contato (tátil) ou sabor (paladar) (CHANG et al., 2010). Estudos 

mostram que o pH ácido é detectado pelo gosto (CHANG et al., 2010) e/ou olfato 

(HIDAKA;TATSUKAWA, 1989). Em peixes anósmicos a ausência de atração aos fármacos é 

um resultado intrigante, se nossa hipótese de que a atração foi relacionada a um estado de 

bem-estar causado por uma ação do fármaco sobre o sistema de recompensa, certamente, 

atribui-se à absorção e atuação no sistema nervoso central (SNC). Outra possibilidade, é que 

olfato é fundamental para a escolha da pista com fármacos, e essa escolha determina que 

peixes passem mais tempo na presença do fármaco e, consequentemente, absorvam mais do 

mesmo. Na ausência do olfato, os peixes permaneceram menos tempo na presença dos 

fármacos. Na verdade, uma ação combinada dos sentidos é comum, envolvendo um somatório 

entre sabor com olfato ou visão (DELWICHE, 2012). Além disso, a ativação de memórias e 

áreas do SNC relacionadas com cheiro ou sabor (SHEPHERD, 2006), incluindo as 

relacionadas com a expressão comportamental (CHAPUIS et al., 2007) é também um 

fenômeno comum. Apesar destas explicações plausíveis, o mecanismo para o envolvimento 

do olfato com atração pelos fármacos deve ser elucidado. 

Nesse sentido, também se verificou a evidência de que a anosmia experimental 

modula comportamentos de ansiedade em zebrafish adulto, demonstrada por seu efeito 

ansiogênico, o qual não foi abolido pela fluoxetina. Esse tipo de efeito da anosmia sobre o 

comportamento de ansiedade em peixes pode estar relacionado com a resposta da habênula à 

falta de estímulos olfativos, uma vez que a habênula desempenha um papel fundamental no 

controle de comportamentos emocionais e aprendizagem dependente do estado em peixes 

(OKAMOTO et al., 2012). A anosmia experimental não causou sedação, devido à ausência de 

diferenças nos parâmetros locomotores com controle. Peixes intactos e manipulados 

apresentaram comportamentos semelhantes, com estresse reduzindo a atividade locomotora 
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(MOCELIN et al., 2015). As concentrações de cortisol de corpo inteiro foram aumentadas no 

grupo anósmico expostos ao odor alimentar, levantando a possibilidade de que o peixe ao se 

tornar anósmico, necessitou utilizar outros sentidos (não o olfato) para detectar o alimento. 

Outra possibilidade é que a exposição ao odor alimentar altera os parâmetros de qualidade da 

água (por exemplo, pH). 

Além disso, a anosmia periférica induzida por ZnSO4 também provoca déficits agudos 

nos comportamentos olfativos, bem como comportamentos semelhantes à ansiedade em 

adultos zebrafish no período de 1 h, mas não nos períodos de 24 ou 72 h, após a 

administração. Esse fenótipo difere do que ocorre em roedores, onde o perfil comportamental 

de ansiedade é normalmente evocado por anosmia crônica, mas não aguda (MCBRIDE et al., 

2003). Notavelmente, o procedimento de administração de ZnSO4 evocou níveis mais 

elevados de cortisol no zebrafish, contribuindo assim para a redução evocada pelo estresse da 

locomoção, como sugerido recentemente (MOCELIN et al., 2015). Importante, a injeção de 

5% de ZnSO4 nas narinas de espécies anfíbias, Rhinella arenarum, causou danos olfatórios, 

incluindo vacuolização das células basais do epitélio olfatório e edema intercelular 

(YOVANOVICH et al., 2009), o que também pode afetar as conexões funcionais do epitélio 

olfatório para o bulbo olfatório e, consequentemente, desencadear uma perda temporária de 

olfato (MCBRIDE et al., 2003). Como já mencionado, a degeneração do epitélio olfativo 

devido à exposição ao ZnSO4 ocorre de forma aguda no peixe-zebra (HENTIG; BYRD-

JACOBS 2016), seguido pelo resgate da morfologia e função do epitélio olfatório (HENTIG; 

BYRD-JACOBS 2016). 

Em geral, os protocolos de anosmia experimental induzida pela lidocaína ou ZnSO4 

foram ambos eficazes na evocação de déficits olfatórios, uma vez que os peixes 1 h após o 

procedimento mostraram um padrão de comportamento diferente (aos controles), evitando 

claramente cubos de gelatina contendo alimentos. Curiosamente, o comportamento observado 

no zebrafish diferiu daqueles tipicamente vistos em roedores (ZOU et al., 2015). Os grupos 

anósmicos (lidocaína e ZnSO4) também não mostraram uma preferência aleatória esperada 

(50:50%) entre os braços, mas evitaram o braço alimentar, diferindo assim dos controles e dos 

grupos manipulados (lidocaína e ZnSO4). Assim, uma possível explicação para essas 

diferenças pode ser que ZnSO4 e lidocaína não bloquearam completamente a olfação, mas, no 

entanto, reduziram-na acentuadamente (como confirmado para ZnSO4 pelas lesões 

histopatológicas). O alimento utilizado é baseado em odor de peixe uma vez que, tem  como 
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base farinha de peixe na formulação, o qual desencadeia reação de estresse (OLIVEIRA et al., 

2014) percebida como o "odor da morte" (comportamento anti-risco).  

 Na contextualização de análise comportamental em animais, como comportamento 

tipo-ansiedade e social, mostrou-se, pela primeira vez, a viabilidade do uso da metodologia já 

bem estabelecida em zebrafish para o estudo comportamental de jundiás. Usando essas 

metodologias, o estresse agudo induziu ansiedade e diminuiu o comportamento social no 

jundiá, e a fluoxetina foi capaz de prevenir o efeito do estresse sobre o comportamento social. 

Zebrafish apresenta um comportamento tipo-ansiedade quando em estresse agudo e altera o 

comportamento social, enquanto a fluoxetina reduz a interação social e diminui o 

comportamento tipo-ansiedade (GIACOMINI et al., 2016). O zebrafish é uma espécie diurna 

e social que prefere nadar perto da superfície da água (GERLAI et al., 2000), enquanto o 

jundiá é um peixe noturno, sem um comportamento marcado e prefere viver no fundo entre 

rochas; assim, surgiu uma questão: por que jundiá e zebrafish apresentaram respostas 

semelhantes quando em um novo aquário? A resposta parece estar relacionada ao fato de que 

os alevinos de jundiá apresentam um comportamento de grupo semelhante ao zebrafish e 

tendem a explorar o ambiente novo (obs. pessoal). Mostramos também que mudanças 

comportamentais ocorreram imediatamente após o estresse, enquanto que as neuroendócrinas 

(aumento dos níveis de cortisol) ocorrem 15 minutos após, momento do pico de cortisol em 

alevinos de jundiá (BARCELLOS et al., 2012; KOAKOSKI et al., 2012). 
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4. CONCLUSÃO 

A fluoxetina atenua a resposta de cortisol a estímulo estressor físico, mas não a 

químico, com consequente alteração na reposta osmorregulatória; por perceber estímulos 

estressores desencadeia comportamentos aversivos quando em contato com águas 

condicionadas de estresse (físico, químico e estresse alimentar (jejum agudo)). Por outro lado, 

zebrafish apresenta atração por psicofármacos como diazepam, fluoxetina, risperidona e 

buspirona; os quais provavelmente são detectados pela via olfatória, que na sua ausência 

(anosmia experimental temporária (por lidocaína e ZnSO4)) modula comportamentos de 

"ansiedade". Por fim, o jundiá (Rhamdia quelen) pode ser utilizado como organismo modelo 

para estudos comportamentais de "ansiedade" e interação social.  

 

5. PERSPECTIVAS  

 

 Os estudos aqui apresentados contribuirão para futuros estudos que poderão vir a 

elucidar os impactos ambientais causados pela contaminação por fármacos na água; direcionar 

estudos referentes à comunicação química ou situações estressantes entre os peixes, bem 

como a participação das vias serotonérgicas na percepção de estímulos estressores; dar 

sequência a estudos de anosmia, visto que o zebrafish se apresenta como um organismo 

modelo de pesquisa para doenças neuropsicológicas e neurológicas, incluindo déficits 

olfatórios; e utilizar jundiás em estudos comportamentais de "ansiedade" e interação social.  
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