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INTRODUCAO

Muitos organismos, incluindo numerosos peixes liberam in-
voluntariamente sinais quimicos quando a pele é mecanica-
mente danificada, o que pode acontecer quando a presa é at-
acada ou capturada por um predador (Pfeiffer, 1963; Pfeif-
fer, 1977). Esta substancia, quando liberada na dgua, induz
reagbes de alarme ou respostas defensivas antipredatdrias
em co - especificos e hétero - especificos (Pfeiffer, 1977;
Chivers & Smith, 1998). As respostas antipredatdrias de-
pendem do estado motivacional e energético dos animais,
sob uma avaliagao de custo - beneficio (Mcnamara & Hous-
ton, 1994). J4 foi demonstrado que a emocionalidade mod-
ula as respostas comportamentais em peixes (Corréa & Hoff-
mann, 1999; Ide & Hoffmann, 2002). Esse fenémeno é
definido, em mamiferos, como niveis de ansiedade. O cont-
role dessa condigao é associada & participagdo da amigdala
(Ledoux, 2003) e hd indmeras evidéncias do papel critico
dessa estrutura cerebral para os efeitos ansioliticos de drogas
benzodiazepinicas (Nagy et al., 979; Bueno et al., , 2005).
No caso dos peixes, dizer sobre estado de ansiedade ainda é
um tema controverso, mas a emocionalidade nesses animais
pode ser definida como as alteragoes induzidas por drogas
ansioliticas e ansiogénicas. Receptores benzodiazepinicos
foram descritos em diversos vertebrados ndo mamiferos, in-
cluindo os peixes teledsteos (Nielsen et al., 1978). Tais re-
ceptores estdo presentes em alta concentragdo em diversas
partes do telencéfalo dos peixes e drogas ansioliticas (benzo-
diazepinicos) sdo farmacologicamente ativas nesses animais
(Nielsen et al., 978; Rehnberg et al., 989). Para desenvolvi-
mento deste trabalho, utilizamos como sujeito experimen-
tal o piau Leporinus piau, um peixe de habito alimentar
preferencialmente hervivoro, que se reproduz em cativeiro,
mediante desova induzida (Britski et al., 1984). O piau é
um peixe nativo da bacia do Rio Sao Francisco, uma das
mais importantes do Brasil, irrigando os estados de Minas
Gerals, Bahia e Goids (Sato & Godinho, 1999). Produzem
a substancia de alarme e apresentaram reacédo a esta, confir-
mado pela existéncia de células club na epiderme desses ani-
mais e pelas respostas comportamentais de alarme apresen-

tadas pelos animais testados, sendo a resposta varidvel em
condicbes de manutengdo em agrupamento ou isolamento,
em laboratério (Magalhaes et al., 2003).

OBJETIVOS

Desta forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de analisar a influéncia do estado emocional sobre a reagdo
de alarme em peixes.

MATERIAL E METODOS

Manutencao de animais

Foram utilizados 69 piaus juvenis, sem distingao de sexo,
mantidos em aquéarios de vidro, contendo cascalho reco-
brindo o fundo, dgua declorificada, aerada e continuamente
filtrada (conteido de oxigénio variando de 7,0 a 10,0mg.l -
1), a temperatura em torno de 23,5°C e expostos ao ciclo
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os peixes foram
adquiridos da GMAlevinos, de Contagem-MG, mantidos no
Laboratério de Ecofisiologia do campus Dom Bosco da Uni-
versidade Federal de Sdo Jodo del - Rei e alimentados diari-
amente as 10h30, com 3% da biomassa de ragao comercial
especifica para peixes.

Inicialmente, os animais foram mantidos agrupados em
aqudrios de vidro por no minimo 30 dias para aclimatacao as
condigdes laboratoriais (dimensdes: 44x22x26¢m; volume de
dgua: 181), depois transferidos para aqudrios experimentais
e mantidos isoladamente de coespecificos por pelo menos 10
dias previamente & realizagdo dos testes. Todas as paredes,
exceto a anterior, foram revestidas externamente com papel
opaco para isolamento visual de outros peixes.

Estimulo quimico

Alguns peixes foram pesados, medidos e posteriormente de-
capitados. A pele de ambos os lados do corpo foi removida
a partir da regiao do pedinculo caudal até préximo a regiao
opercular. A drea total aproximada de pele de piau utilizada
para preparar o extrato de pele (EPC) foi de 25cm2. Essa
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pele foi homogeneizada em 50ml de dgua destilada e poste-
riormente filtrada para remover escamas e tecidos(Lawrence
& Smith, 1989).
Grupo experimental

Leporinus piau juvenis (n=66) foram tratados com di-
azepam (0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) e o efeito da droga foi avali-
ado na reacao de alarme. A droga ou veiculo foi aplicado via
injegdo intraperitoneal e a reagdo de alarme foi analisada 30
minutos apés. Para avaliar a influéncia do diazepam sobre a
reacdo de alarme, os peixes foram submetidos a 5 diferentes
condigoes:
Grupo A (efeito do diazepam na reagao de alarme, n=44):
0,5, 1,0 ou 2,0mg de diazepam/kg + EPC
Grupo B (reagao de alarme, n=13): solucao Ringer de
teledsteo + EPC
Grupo C (controle, n=12): solu¢do Ringer de teledsteo +
agua destilada
Sistema de registro e andlise dos dados
Para quantificar a atividade locomotora, a parede posterior
do aquério foi dividida em linhas verticais e horizontais, for-
mando nove quadrantes ou células, pela freqiiéncia absoluta
de deslocamentos por intervalo de tempo, obtida pela con-
tagem do numero de vezes em que o animal se deslocard
pelas diferentes células. Foram quantificados a freqiiéncia
absoluta de deslocamentos pré e pds - estimulo quimico,
por intervalo de tempo um minuto antes e apds estimulo
quimico, e o tempo relativo de permanéncia em cada célula.
Todos os animais foram monitorados 10 min antes (linha de
base) e 10 min apéds a introdugao do estimulo quimico, uti-
lizando - se filmadora. Os dados foram transcritos e quan-
tificados para posterior andlise estatistica.
Os resultados serdo apresentados como média + EPM.
Testes nao - paramétricos foram utilizados, visto que os
dados nao passaram nos testes de igualdade e/ou normali-
dade. O Teste de Friedman foi utilizado para comparagoes
de freqiiéncia e tempo de dados dependentes e complemen-
tado pelo Teste Tukey ou de Student Neuwman - Keuls
(SNK). Para as comparagoes entre os diferentes grupos ex-
perimentais utilizamos e Teste de Kruskal - Wallis, comple-
mentado pelo Teste de Dunn. Um nivel de significancia de
0,05 foi adotado em todos os testes(Zar, 1996).

RESULTADOS

Em relagao a atividade locomotora, tanto os animais trata-
dos com salina, quanto com diazepam apresentaram maior
frequéncia absoluta de deslocamentos no fundo, depois na
meia dgua e menor frequéncia de deslocamentos na su-
perficie (p0,001, Teste de Friedman, complementado pelo
Teste de SNK). J4, quanto ao tempo relativo de per-
manéncia nas células, animais tratados com salina per-
maneceram em média 69% do tempo no fundo e 24%
na meia agua, enquanto que animais tratados com di-
azepam permaneceram 91% do tempo no fundo. Dos
17 animais tratados com 2,0mg/kg, quatro deles apresen-
taram perda postural e deslocamento com dificuldade pelo
aquario. Identificamos diferencas estatisticas em animais
tratados com 2,0 (n=13) ou 1,0mg/kg (n=15) de diazepam,
0s quais permaneceram significativamente mais tempo no
fundo (H=11,752; P=0,019) e menos tempo na meia dgua

em relacao aos animais do grupo controle, tratados com
salina (H=14,0; P=0,007). Esses resultados sugerem que o
diazepam teve efeito anestésico e possivelmente ansiolitico
nos animais, anulando atividade natatéria em alguns e re-
stringindo locomogao em outros principalmente no fundo do
aquario.

Apés a introducéo da substancia de alarme, os animais pre-
viamente tratados com salina apresentaram redugdo esta-
tisticamente significativa do deslocamento pela meia agua
(X2=39,195; P0,001; Teste de Friedman, complementado
pelo teste de SNK) e apresentaram reducao na freqiiéncia
absoluta de deslocamentos nos tempos 3 a 6 min em relagao
ao primeiro minuto poés - introducao do estimulo quimico
(X2=43,29; P0,001; Teste de Friedman, complementado
pelo teste de Tukey). Esses resultados indicam que ani-
mais tratados com salina e estimulados com a substéancia de
alarme apresentaram reagao de alarme, apesar de auséncia
de diferencas estatisticas em relacao aos animais estimula-
dos com agua destilada. Possivelmente, os procedimentos
de captura, manipulacdo e injecao retardaram a resposta de
alarme, mas esta nao foi anulada.L. piau nao manipulados
e estimulados com substancia de alarme apresentam reagoes
de alarme imediatamente, principalmente nos tempos 1 e 2
minutos apds estimulagao quimica, sendo que as respostas
mais frequentes sdo as de dashing e imobilidade (Magalhaes
et al., 2003). Além das respostas comportamentais, Rehn-
berg et al., (1987) observaram queSemotilus margarita ap-
resenta variagoes metabdlicas de alarme incluindo elementos
de uma resposta de estresse, tal como, elevagdo das concen-
tragoes sanguineas de cortisol e glicose apds deteccao da
substancia de alarme. O retardo na reagdo de alarme foi,
possivelmente, devido ao estresse provocado pelo manuseio
de peixes e é demonstrado em outros estudos, nos quais hé
aumento do estresse associado com a retirada do peixe da
agua em procedimentos de captura, afetando a atencao do
peixe em comportamentos de esquiva a novos objetos (Bry-
dges et al., 2009) e estimulos dolorosos, devido a injegao de
acido acético para estimulagdo de receptores nociceptivos
em trutas, Rainbow Trout , diminui a neofobia, que foi in-
terpretado como uma redugao na atencao devido ao estresse
causado pelo estimulo nociceptivo (Sneddon , et al., 2003).

Ja os animais estimulados com a substancia de alarme e pre-
viamente tratados com diazepam apresentaram atividade
locomotora inalterada e permaneceram no fundo do aquéario
nas fases pré e pés - estimulagdo quimica, comprometendo
o reconhecimento de um possivel efeito ansiolitico do di-
azepam a substancia de alarme. Estudos com benzoadi-
azepinicos demonstram efeitos ansioliticos em peixes, como
a modulagao da parada cardiaca reversivel pelo diazepam
na tildpia - do - Nilo Oreochromis niloticus (Ide & Hoff-
mann, 2002) e da resposta de alerta na tuvira Gymnotus
carapo (Corréa & Hoffmann, 1999). O clorodiazepéxido au-
menta resposta de exploragao territorial e abole a resposta
de fuga em Pimephales promelas exposto a substancia de
alarme (Rehnberg et al., 1989).

Pela anélise dos resultados ora apresentados, a substancia
de alarme induz reagao de alarme em piaus previamente ma-
nipulados, reconhecido pela reducao na atividade natatéria,
apesar do retardo no tempo de resposta. O diazepam apre-
sentou efeito sedativo sobre os animais, diminuindo a ativi-
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dade natatéria e mantendo os animais mais tempo no fundo
do aquério. Devido, a essas respostas nao fica claro o efeito
ansiolitico do diazepam a substancia de alarme. Torna -
se necessario o monitoramento de outras varidveis como al-
teragdes neurovegetativas, humorais, ventilatérias e/ou car-
diocirculatérias para identificarmos possiveis efeitos do di-
azepam sobre a reacao de alarme em peixes.

CONCLUSAO

Piaus submetidos aos procedimentos de captura, manip-
ulagdo e injecao apresentaram um retardo na resposta de
alarme, mas esta nao foi anulada. O diazepam apresen-
tou efeito sedativo sobre os animais, diminuindo a atividade
natatéria e mantendo os animais mais tempo no fundo do
aquario.

(Agradecimentos a UFSJ-CNPQ pelo financiamento).
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