
 
 

 
 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” 

Instituto de Biociências de Botucatu 

 

 

 

RESPOSTA DE ESTRESSE À SUBSTÂNCIA DE ALARME NA 
TILÁPIA-DO-NILO 

 

 

 

Fabio Henrique Carretero Sanches 

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Egydio Barreto 

 

Apoio: 

 

Processo número: 2011/03218-1 

 

Botucatu – SP 

2013 



 
 

 
 

Universidade Estadual Paulista 

Instituto de Biociências de Botucatu 

 

RESPOSTA DE ESTRESSE À SUBSTÂNCIA DE ALARME NA 
TILÁPIA-DO-NILO 

 

 

Fabio Henrique Carretero Sanches 

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Egydio Barreto 

 

 

 

 

Apoio: 

 

Processo número: 2011/03218-1 

 

Botucatu – SP 

2013 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências Biológicas (Zoologia), 

do Instituto de Biociências de Botucatu - 

Universidade Estadual Paulista, como parte dos 

requisitos para a obtenção do título de Mestre.  



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAÇÃO 
DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP 

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE 
Sanches, Fabio Henrique Carretero. 
      Resposta de estresse à substância de alarme na tilápia-do-Nilo / Fabio 
Henrique Carretero Sanches - Botucatu, 2013 
 
 
       Dissertação (mestrado) – Universidade Estadual Paulista, Instituto de 
Biociências de Botucatu. 
       Orientador: Rodrigo Egydio Barreto 
       Capes: 20404000 
 
       1. Tilápia (Peixe). 2. Peixe - Fisiologia. 3. Predação (Biologia).  4.  Stress 
- Fisiologia. 5. Epiderme. 
      
                                                                                                                               
Palavras-chave: Célula ´club´; Extrato de pele; Pista química; Resposta 
antipredatória. 

 



 
 

 
 

Agradecimentos 

 Agradeço aos meus pais, Henrique e Nilsen, pela criação, ensinamentos, valores 

passados, apoio e incentivo, sem os quais eu não estaria aqui hoje. Eles são grades 

exemplos a se seguir. As minhas irmãs, Ana Paula e Milene, por ouvir minhas piadas na 

hora do almoço, pela companhia, incentivo e também pelos ensinamentos passados ao 

longo de minha vida. Aos meus avós, tios e primos que também foram muito 

importantes na minha formação pessoal e que tiveram influência, de certa forma, na 

minha escolha de profissão. 

A minha querida namorada Tamara, por todo companheirismo, paciência, apoio 

e, principalmente, por ter me ajudado nos momentos mais difíceis durante o mestrado. 

 Ao Rodrigo, meu orientador, por todo ensinamento passado, tanto de caráter 

científico quanto pessoal. Ao professor Gilson, Percília e Helton, que também me 

passaram ensinamentos e influenciaram, direta ou indiretamente, para seguir nessa 

carreira. 

 Ao Caio (Shibinha), por ter me ajudado em todos os momentos do mestrado, 

pelas discussões e ideias dos experimentos e pela convivência harmoniosa em casa. Aos 

amigos do laboratório, Candido (Kiboa), Camila (Judi) e Ana Lívia (Mutley), os quais 

me ajudaram muito durante todos os momentos dos experimentos. As meninas do lab 

do Gilson, Grazi, Paty, Monica, Carol e Fernanda, pela recepção em Botucatu, pela 

ajuda em alguns momentos e principalmente pelos litros de água sanitária emprestados. 

Aos técnicos, Hélio e Tardivo, pela ajuda nas análises de cortisol e glicose.  

 Ao amigo Jorge, pela ajuda na mudança de casa em um momento difícil, e os 

churrascos que deram sorte para o Coringão ser campeão. Agradeço a todos meus 

amigos, que também tiveram influência em quem eu sou hoje e me apoiaram e 

incentivaram durante esse período, mesmo não podendo estar presentes em todos os 

momentos. 

 Por fim, agradeço a FAPESP (número do processo: 2011/03218-1) pelo apoio 

financeiro à pesquisa. 



 
 

1 
 

Sumário 
 

Resumo ........................................................................................................................ 2 

1. Introdução ............................................................................................................... 3 

2. Materiais e métodos ................................................................................................ 7 

2.a. Animais e condição de estoque ........................................................................... 7 

2.b. Delineamento Experimental ................................................................................ 7 

2.b.1. Avaliação dos efeitos da substância de alarme no comportamento da tilápia-
do-Nilo .................................................................................................................. 7 

2.b.2. Efeitos da substância de alarme nos indicadores de estresse na tilápia-do-Nilo
 .............................................................................................................................. 8 

2.c. Procedimentos específicos .................................................................................. 8 

2.c.1. Extrato de pele de coespecíficos e heteroespecíficos ..................................... 8 

2.c.2. Condições físico-químicas dos aquários experimentais ................................. 9 

2.c.3. Avaliação do comportamento ....................................................................... 9 

2.c.4. Frequência ventilatória ............................................................................... 10 

2.c.5. Coleta de sangue, processamento das amostras e análise do cortisol e glicose 
plasmáticos .......................................................................................................... 10 

2.d. Análise dos dados ............................................................................................. 11 

3. Resultados.............................................................................................................. 12 

3.a. Avaliação dos efeitos da substância de alarme no comportamento da tilápia-do-

Nilo ......................................................................................................................... 12 

3.b. Efeitos dos estímulos químicos nos indicadores de estresse............................... 14 

4. Discussão ............................................................................................................... 16 

5. Referências ............................................................................................................ 20 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2 
 

Resumo 

Algumas espécies de peixe supostamente produzem e armazenam em células 

localizadas na epiderme (células ‘club’) substância de alarme que quando liberada na 

água induz respostas defensivas em coespecíficos. A substância de alarme não é 

secretada e só é liberada na água na ocorrência de um ataque de um predador que leva a 

injúria física da epiderme. Em situações de ameaça, ajustes fisiológicos são necessários 

para o organismo lidar com essa situação aversiva (resposta de estresse). Até o 

momento, as evidências sobre os efeitos da substância de alarme nas respostas de 

estresse em peixes permitem apenas uma restrita generalização, visto que poucas 

espécies foram avaliadas e tal estímulo pode induzir resposta primária e secundária de 

estresse ou não. No presente estudo, mostramos que a substância de alarme induz 

resposta primária de estresse, no que tange aumento na frequência ventilatória e nos 

níveis de cortisol, mas não secundária (aumento de glicose), divergindo das respostas de 

estresse em relação à substância de alarme relatadas. Isso sugere que esse fenômeno em 

peixes é espécie-específico. 

 

Palavras-chave: Célula ‘club’; Extrato de pele; Pista química; Resposta antipredatória. 
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1. Introdução 

Durante as interações entre presa e predador, a habilidade de reconhecer 

antecipadamente a ameaça de um predador em potencial tem papel fundamental na 

sobrevivência da presa para qualquer espécie animal (Endler, 1986). A detecção precoce 

da presença de um predador pode ser considerada o primeiro passo do mecanismo 

antipredatório, pois permite que a presa tome medidas para se livrar da ameaça. Isso não 

é diferente para os sistemas aquáticos, nos quais as presas avaliam o risco de predação 

utilizando-se de indicadores ambientais. Tais indicadores estão diretamente associados 

ao universo sensorial desses animais, sendo comumente estímulos visuais (Barreto et 

al., 2003), elétricos (Franchina & Stoddard, 1998) ou químicos (Giaquinto & Volpato, 

2001; Ide et al., 2003; Barreto et al., 2010; Barbosa Júnior et al., 2010). 

Os sinais químicos representam fonte de importantes informações sobre o 

ambiente, especialmente nos ambientes aquáticos, onde a água facilita a dispersão de 

pistas químicas (Liley, 1982; Wisenden & Sargent, 1997). Além disso, são 

extremamente úteis em ambientes de visibilidade limitada, devido à turbidez ou baixa 

luminosidade, ou mesmo quando o organismo possui visão pouco desenvolvida 

(Wisenden, 2000). Considerando-se tais sinais, basicamente duas maneiras de 

perceberem o predador evoluíram nos peixes. Uma indireta, onde as presas podem ser 

alertadas pelas pistas químicas liberadas por um coespecífico (Chivers & Smith, 1998) 

ou podem detectar diretamente a presença de um predador pelo seu odor (Kats & Dill, 

1998). 

Indiretamente, no caso de alguns peixes, durante o ataque e captura de uma 

presa por um predador, alguns fatores químicos são liberados na água devido a traumas 

físicos da epiderme da presa (Pfeiffer, 1977; Wisenden, 2000; Giaquinto & Volpato, 

2001; Ide et al., 2003; Barreto et al., 2010; Barbosa Júnior et al., 2010). Tais fatores 
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químicos informam às presas em potencial que um predador está forrageando naquele 

determinado momento, sendo, portanto, denominados substâncias de alarme (Chivers & 

Smith, 1998; Wisenden, 2000). Assim, quando outros indivíduos detectam a presença 

da substância na água, imediatamente deflagram resposta antipredatória, a reação de 

alarme (Chivers & Smith, 1998). Já foi demonstrado em alguns estudos histológicos que 

as substancias de alarme podem estar presentes em células epidérmicas especializadas, 

denominadas células ‘club’, sendo liberadas somente quando a pele do peixe é lesada, já 

que nas células que estão distribuídas ao longo da pele não há acesso a superfície do 

corpo através de poros (Pfeiffer, 1977; Smith, 2000). 

As substancias de alarme são características presentes em peixes da Superordem 

Ostariophysi, um grupo que contem cerca de 65% de todos os peixes de água doce 

(Nelson, 1984). Contudo, mais recentemente, alguns exemplos têm sido também 

observados em peixes acantopterígios, como por exemplo, nas famílias Gobiidae 

(Smith, 1989; Smith et al., 1991) e Cichlidae (Wisenden & Sargent, 1997; Brown et al., 

2004; Foam et al., 2005; Barreto et al., 2010). 

As reações de alarme são respostas anti-predatorias, que podem incluir uma série 

de alterações comportamentais como natação rápida e desordenada, diminuição da 

atividade de natação, freezing, eriçamento da nadadeira dorsal, modulação da 

frequência ventilatória, entre outras (Pfeiffer, 1977; Pandey, 1984; Chivers & Smith, 

1998). Além dessas respostas, a substância de alarme induz mudança na prioridade em 

responder a estímulos relevantes do ambiente, como diminuir as atividade agressivas 

durante a defesa de território (Barreto et al., 2010; Wisenden & Sargent, 1997) ou 

diminuir o forrageamento (Foam et al., 2005). 

Em relação aos correlatos fisiológicos de estresse, poucos estudos mostram 

como são os ajustes corpóreos quando os peixes estão expostos à substância de alarme. 
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Quando a homeostasia está ameaçada por um estímulo potencialmente nocivo 

(estressor), observamos alguns ajustes fisiológicos comuns aos vertebrados para lidar 

com essa situação e restaurar total ou parcialmente as condições corpóreas iniciais. Um 

estressor pode aumentar a atividade do sistema nervoso autônomo simpático, 

culminando com aumento de níveis plasmáticos de catecolaminas e rápidos ajustes 

cardiorrespiratórios. Persistindo os efeitos do estressor, é comum observamos a ativação 

do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (tecido inter-renal em peixes) levando ao aumento 

dos níveis plasmáticos de glicocorticoides, como o cortisol, no caso dos peixes. Fruto 

do aumento dos níveis de glicocorticoides, é possível observar mudanças metabólicas 

secundárias, como aumento dos níveis plasmáticos de glicose. Caso os efeitos do 

estressor se tornem crônicos, respostas terciárias deletérias podem surgir, como 

imunossupressão severa e inibição da atividade reprodutiva. Nesse contexto, a 

substância de alarme altera a frequência ventilatória, podendo tanto aumentá-la (Gibson 

& Mathis, 2006; Barreto et al., 2010; ), quanto diminuí-la (Barbosa Jr. et al., 2010; 

Barreto et al., 2012). . Contudo, a substância de alarme, embora induza resposta 

antipredatória, pode tanto aumentar os níveis de cortisol e glicose, como observado para 

o salmão do pacífico (coho salmon - Onchorhyncus kisutch - Rehnberg & Schreck, 

1987) e para o peixe pérola de água doce (pearl dace - Margariscus margarita - 

Rehnberg et al., 1987), quanto não induzir essas respostas, como observado para o 

Matrinxã (Brycon cephalus - Ide et al., 2003). Considerando esta disparidade de 

respostas, que sugere, por exemplo, algo espécie-específico, é necessário, num sentido 

comparativo, o conhecimento dos efeitos da substância de alarme nesses indicadores de 

estresse em mais espécies de peixes. No presente estudo, testamos esse objetivo usando-

se a tilápia-do-Nilo Oreochromis niloticus como modelo experimental. Essa espécie de 

peixe possui células ‘club’ em sua epiderme e apresenta resposta antipredatória induzida 
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pela substância de alarme (Barreto et al., 2010). Além disso, as respostas de estresse 

frente a outros estressores são bem documentadas (Fernandes & Volpato, 1993; 

Alvarenga & Volpato, 1995; Barcellos et al., 1999; Volpato & Barreto, 2001; Corrêa et 

al., 2003; Barreto & Volpato, 2004, 2006a, 2006b ; Barreto et al., 2010). 
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2. Materiais e métodos 

2.a. Animais e condição de estoque 

Tilápias-do-Nilo foram adquiridas em pisciculturas e permaneceram em tanques 

de estoque de 310 L por no mínimo 30 dias antes dos procedimentos experimentais em 

densidade populacional de estoque de 1 peixe/ 2 L d’água. A temperatura média da água 

dos estoques foi de aproximadamente 26 ± 1,5 ºC, com oxigenação constante. Os níveis 

de amônia (<0.5 ppm) e nitrito (<0.05 ppm) permaneceram em baixas quantidades 

devido filtragem biológica e constantes trocas parciais de água. O fotoperíodo foi de 12 

horas de claro e 12 horas de escuro. Os peixes foram alimentados com ração comercial 

para peixes (32% proteína) oferecida uma vez por dia em excesso. 

 

2.b. Delineamento Experimental 

2.b.1. Avaliação dos efeitos da substância de alarme no comportamento da tilápia-do-

Nilo 

A estratégia básica foi avaliar o comportamento dos peixes expostos a 1 ml ou 5 

ml de extrato de pele de coespecíficos (substância de alarme) em comparação a 

indivíduos expostos a extrato de pele de heteroespecífico, o espadinha (Xiphophorus 

helleri,) que não possui células ‘club’ (Mathis & Smith, 1993), sendo o odor controle, 

ou somente à água deionizada, veículo utilizado na obtenção dos extratos de pele. Para 

isso, peixes provenientes da população de estoque foram aleatoriamente escolhidos e 

alojados em aquários de vidro (22 L de água; 40 x 24 x 23cm; 1 peixe por aquário) por 

60 horas para aclimatação antes das observações comportamentais. A avaliação 

comportamental durou 15 minutos consecutivos por peixe, divididos em 3 momentos, 

como explicado a seguir. Após a aclimatação, avaliamos o comportamento dos peixes 
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por 5 minutos (linha basal). Em seguida, 1 ou 5 ml de um dos estímulos químicos foi 

injetado na superfície da água e o comportamento dos peixes foi observado por mais 5 

minutos consecutivos. Ao término desse período, foi fornecido aos peixes alimento e o 

comportamento dos mesmos foi monitorado por mais 5 minutos.  

 

2.b.2. Efeitos da substância de alarme nos indicadores de estresse na tilápia-do-Nilo 

Foi avaliado se os estímulos químicos (conforme determinado no experimento 

anterior) modularam a frequência ventilatória (Barreto & Volpato, 2004), bem como os 

níveis plasmáticos de cortisol e glicose (Barton, 2002), indicadores bem estabelecidos 

de estresse em peixes. Para tal, os peixes foram individualmente alojados nos aquários 

de vidro também por 60 horas. Após esse período, os peixes foram expostos a 5 mL de 

extrato de pele de tilápia ou água deionizada e a frequência ventilatória foi observada a 

cada minuto durante 5 minutos antes (linha basal) e 5 minutos após o estímulo (n = 15 

para extrato de pele de tilápia; n = 13 para água deionizada). Os níveis plasmáticos de 

cortisol e glicose foram avaliados 0 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min e 240 min 

após a exposição aos estímulos químicos (10 réplicas independentes em cada intervalo 

de tempo). 

 

2.c. Procedimentos específicos 

2.c.1. Extrato de pele de coespecíficos e heteroespecíficos 

O extrato de pele foi preparado baseado e adaptado de Brown et al. (2004), 

Foam et al. (2005) e Barreto et al. (2010). Para tal, utilizou-se 3 peixes doadores de cada 

espécie sacrificados por secção da medula espinhal sem a utilização de anestésicos para 

evitar interferência química. Em seguida, a pele do peixe foi cuidadosamente retirada 
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com auxilio de pinça e bisturi, de ambos os lados, e imediatamente colocada em 50 mL 

de água deionizada. A pele foi homogeneizada e posteriormente filtrada utilizando-se 

Perlon em um funil de vidro para remover fragmentos remanescentes de tecido. O 

volume final foi ajustado com adição de água deionizada e a concentração final, tanto 

do extrato de pele de tilápia, quanto do extrato de espadinha, foi de 2,602 mm2 de pele 

por mL de água deionizada (Barreto et al. 2010). Os extratos foram armazenados em 

tubos falcon de 50 mL e congelados (~ -20oC) até requeridos para experimentação. 

 

2.c.2. Condições físico-químicas dos aquários experimentais 

Os aquários experimentais foram suplementados com aeração continua e 

aquecedores de 30 W acionados por 30 minutos a cada duas horas, mantendo a 

temperatura da água aproximadamente em 26 ± 1,5° C. O pH ficou em torno de 7,0; e 

os níveis de amônia (<0.5 ppm) e nitrito (<0.05 ppm) permaneceram em baixas 

quantidades. O fotoperíodo foi constante com 12 horas de claro e 12 horas de escuro. 

 

2.c.3. Avaliação do comportamento 

A atividade natatória foi estimada pela quantificação da frequência de mudanças 

de quadrantes (Barreto et al., 2010). Um desenho de grade foi colocado na parede 

traseira do aquário. Esse desenho possui nove quadrantes (13,3 cm x 8 cm), permitindo 

estimar a locomoção de cada peixe pelo número de vezes que mudaram de quadrante. 

Um tipo de resposta defensiva é apresentar natação rápida em rota de fuga, 

porém em um aquário isso não é possível, mas ocorre um nado rápido e desordenado de 

um lado a outro do aquário (‘dashes’) (Giaquinto & Volpato, 2001), assim, 

quantificamos a frequência de ocorrência de ‘dashes’. 
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A tilápia-do-Nilo possui espinhos dorsais e quando pareadas com um predador 

tendem a manter a nadadeira dorsal eriçada, consequentemente, os espinhos também 

(Freitas & Volpato, 2008). Assim, quantificamos o tempo em que a nadadeira dorsal 

permaneceu eriçada como outro mecanismo de defesa.  

Outro fator que pode representar uma resposta antipredatória é o tempo que o 

peixe passa sem se alimentar, uma vez que a diminuição da atividade de forrageamento 

representa uma alteração em responder a estímulos ambientais relevantes (Foam et al., 

2005). Baseado nisso, quantificamos o tempo total sem a execução de atividade 

alimentar. 

 

2.c.4. Frequência ventilatória 

Estimou-se os batimentos operculares por minuto (bo/min), quantificando-se o 

numero de batimentos operculares realizados durante 15 segundos e o multiplicando por 

4. 

 

2.c.5. Coleta de sangue, processamento das amostras e análise do cortisol e glicose 

plasmáticos 

Para coleta de sangue, cada peixe foi capturado dos aquários experimentais com 

rede para aquário e colocado em um compartimento contendo solução de benzocaína 

(80 mg/L). Após anestesia parcial (Gontijo et al., 2003), o sangue foi amostrado por 

punção cardíaca, utilizando-se seringas de 1 mL heparinizadas para evitar que o sangue 

coagulasse. Para tal, 1 mL de heparina foi introduzida na seringa e expelida de volta ao 

seu frasco. O excesso foi removido puxando e expelindo ar da seringa algumas vezes. 

Centrifugou-se o sangue a 3000 rpm por 10 min, e o plasma coletado foi transferido 

com a utilização de uma micropipeta para tubos com tampa e congelados a ~ -20 oC até 
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serem requeridos para análises. Os níveis plasmáticos de cortisol foram determinados 

com kit comercial de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay kit - cortisol test), 

conforme procedimentos validados para peixes (Sink et al., 2008; Barcellos et al., 

2010). Já os níveis plasmáticos de glicose foram avaliados pelo método colorimétrico de 

Trinder (1969). 

 

2.d. Análise dos dados 

Antes das análises, foram retirados dados discrepantes (outliers) das amostras, 

identificados pelo teste de Chauvenet, que consiste em identificar os valores acima do 

valor da média ± 2 vezes o desvio padrão da amostra. Também, os dados foram 

analisados quanto à sua homocedasticidade utilizando-se testes de F-max e/ou Levene. 

Confirmando-se a homocedasticidade dos mesmos, esses foram comparados utilizando-

se teste T de Student para amostras independentes quando havia duas condições 

experimentais ou análise de variância de uma via para três condições independentes, 

complementado pelo teste de Newman-Keuls quando necessário. Caso contrário, os 

dados foram transformados utilizando-se raiz quadrada ou logaritmo, adicionando-se 

uma constante a cada valor para eliminar os valores negativos. A constante era o 

número positivo equivalente ao menor valor negativo mais 1. Quanto aos dados que 

ainda assim não apresentaram distribuição homogênea, também foram empregada 

análise de variância de uma via, complementada por teste de Duncan, utilizando-se fator 

de correção de Bonferroni, para diminuir a chance de erro do tipo I; ou foram avaliados 

pela análise de variância de Kruskal-Wallis, complementada pelo teste de Dunn ou teste 

de Newman-Keuls utilizando-se a soma dos ranks. Foram consideradas diferenças 

estatísticas quando P<0,05.  



 
 

12 
 

3. Resultados 

3.a. Avaliação dos efeitos da substância de alarme no comportamento da tilápia-do-

Nilo 

Para o volume de 1 mL, a movimentação foi maior para os indivíduos expostos 

ao extrato de espadinha comparados aos expostos a extrato de tilápia e água deionizada 

(ANAVA de uma via, F(2;31) = 5,734, p = 0,008; Fig. 1A), que por sua vez não diferiram 

entre si. No caso dos peixes expostos a 5 mL dos estímulos, também foi observada 

maior movimentação aos expostos ao extrato de espadinha comparado ao extrato de 

tilápia (ANAVA de uma via, F(2;55) = 9,506, p = 0,0003; Fig. 1B) e ao grupo de água 

deionizada. Na comparação entre esses dois últimos grupos, a movimentação foi menor 

no caso da água deionizada. 

Apenas os indivíduos que receberam o extrato de tilápia deflagraram dashes 

após a introdução dos estímulos, diferindo dos demais grupos tanto para 1 mL (Kruskal-

Wallis ANAVA, H(2,36)=13,897, p=0,001; Fig. 1C) quanto para 5 mL (Kruskal-Wallis 

ANAVA, H(2,56)=8,238, p=0,016; Fig. 1D). 

Já para o tempo de eriçamento da nadadeira dorsal, foi analisada a diferença 

entre o tempo de eriçamento após a introdução do estímulo e o tempo de eriçamento 

basal. Não houve diferença entre os estímulos aos expostos a 1 mL de extrato (Kruskal-

Wallis ANAVA, H(2;33)=2,439, p=0,295; Fig. 1E), assim como entre os grupos expostos 

a 5 mL de extrato (Kruskal-Wallis ANAVA, H(2;55)=2,540, p=0,280; Fig. 1F). 

Quanto ao tempo que o animal permaneceu sem atividade de forrageamento não 

houve diferença entre os grupos para o volume de 1 mL de extrato (Kruskal-Wallis 

ANAVA, H(2,35)=0,632, p=0,729; Fig. 1G). Já para 5 mL, o extrato de tilápia 
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influenciou na resposta do grupo exposto ao extrato de tilápia, que demorou mais tempo 

para se alimentar (ANAVA de uma via, F(2;51) = 4,108, p = 0,022; Fig. 1H).  
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Figura 1 – Variáveis comportamentais (A, B – movimentação após estímulo menos movimentação basal; C, D 
– dashes após estímulo; E, F - eriçamento da nadadeira dorsal após estímulo menos eriçamento da nadadeira 
dorsal basal; G, H - tempo sem se alimentar) em peixes expostos a 1mL (n=12) e 5 mL (n=20) de água 
deionizada, extrato de espadinha e extrato de tilápia. Valores expressados em médias ± desvio padrão. Letras 
minúsculas distintas indicam diferença estatística quando comparado entre os estímulos para a mesma 
variável (ANAVA de uma via; Kruskal-Wallis ANAVA, p<0,05). 
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3.b. Efeitos dos estímulos químicos nos indicadores de estresse 

O extrato de tilápia causou aumento dos batimentos operculares em relação à 

água deionizada (teste T não pareado; t(25)=2,473; p=0,021; Fig. 2). A média dos 

valores basais foi de 108 bo/min. 
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Figura 2 – Frequência ventilatória após estímulo menos frequência ventilatória basal em peixes expostos a 5 
mL de água deionizada (n=13) e extrato de tilápia (n=15). Valores expressados em médias ± desvio padrão. 
Asterisco indica diferença estatística entre os grupos (teste T não pareado, p<0,05). 

 

O nível plasmático de cortisol foi estatisticamente maior apenas aos 15 minutos 

após a injeção do ao extrato de pele na água em comparação com a condição que 

recebeu água deionizada (teste T não pareado, t(17) = 2,325, p = 0,033; Fig. 3A). 

Quanto aos níveis de glicose, não houve diferença significativa em nenhum dos 

momentos avaliados entre as condições experimentais (teste T não pareado, p > 0,05; 

Fig. 3B). 
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Figura 3 – Nível de cortisol (A) e glicose (B) plasmáticos ao longo do tempo em peixes expostos a 5 mL de água 
deionizada e extrato de tilápia. (n=10) Valores expressados em médias ± erro padrão Asterisco indica 
diferença significativa entre os grupos no mesmo instante (teste T não pareado, p<0,05). 
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4. Discussão 

Nesse estudo, mostramos que a substância de alarme induz resposta primária de 

estresse em tilápias-do-Nilo, mas não secundárias. Observamos que a substância de 

alarme aumenta tanto a frequência ventilatória quanto causa uma rápida elevação do 

cortisol plasmático, sem alterações nos níveis plasmáticos de glicose. 

Primeiramente confirmamos que a substância de alarme induz resposta defensiva 

na tilápia-do-Nilo. Avaliamos o efeito de 2 volumes de substância de alarme (1 e 5 ml) 

e observamos que o volume maior é mais eficaz em induzir resposta defensiva. Ambos 

os volumes de extrato induziram ‘dashes’, mas não interferem no tempo em que os 

espinhos dorsais ficaram eriçados. Apesar do eriçamento dos espinhos dorsais ter sido 

descrito como indicador de resposta defensiva na tilápia-do-Nilo (Freitas & Volpato 

2008), esse comportamento pode ter outras funções, como auxiliar na locomoção (Fish 

& Lauder, 2006). De fato, observamos efeitos da substância de alarme na locomoção. 

Nesse caso, o maior volume aumentou a atividade natatória e diminuiu a atividade de 

forrageamento. Em relação a esses 2 últimos comportamentos devemos fazer uma 

análise conjunta deles para validá-los como uma resposta defensiva. É esperada a 

diminuição tanto da atividade natatória quanto da atividade alimentar na tilápia-do-Nilo 

frente a um estímulo químico de alarme (Barreto et al., 2010 e 2013). No presente 

estudo, utilizamos como estímulo controle extrato de pele de espadinha, que é um 

extrato comumente usado como controle nesse contexto experimental (Brown et al. 

2004; Pollock et al., 2005). Esse extrato controle, por sua vez, induziu aumento da 

atividade natatória em uma magnitude maior do que o observado para o extrato de pele 

de tilápia-do-Nilo, sugerindo tratar-se de uma reposta defensiva pronunciada. Contudo, 

o extrato de espadinha não interferiu no comportamento alimentar, sugerindo então que 

o aumento da atividade natatória observada frente ao extrato de espadinha está 
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envolvido com atividades de forrageamento, algo também descrito para outro ciclídeo o 

Archocentrus nigrofaciatus (Pollock et al., 2005). No caso da tilápia, como houve 

diminuição da atividade alimentar, o aumento da atividade natatória sugere um 

comportamento exploratório. Visto isso, além do extrato de pele de tilápia ter sido o 

único a induzir ‘dashes’, concluímos que a tilápia apresenta resposta defensiva à 

substância de alarme e a avaliação deste estímulo como um potencial estressor é, 

portanto, válido. 

Os valores dos indicadores de estresse quantificados antes da exposição à 

substância de alarme ao estímulo (basais) tanto da frequência ventilatória, quanto dos 

níveis plasmáticos de cortisol e glicose, estão de acordo com os valores esperados para 

essas variáveis em condições sem estresse. Neste estudo, o comprimento médio dos 

peixes foi de 8 cm e os valores médios dos batimentos operculares antes da exposição a 

um estímulo químico foram de 108 bo/min. O batimento opercular para tilápia de ~14.5 

cm variou de 69 a 81 bo/min (Volpato et al., 1989; Barreto & Volpato, 2006), e para 

tilápias de ~6,8 cm foi cerca de 120 bo/min (Alvarenga & Volpato, 1995). A frequência 

ventilatória é inversamente proporcional ao tamanho do corpo (Schmidt-Nielsen, 1996). 

Assim, considerando o comprimento médio dos peixes utilizados, consideramos que o 

valor médio dos batimentos operculares observados está em um patamar que pode ser 

considerado basal para essa espécie. Aqui, o valor médio de cortisol plasmático foi de 

28,7 ng/mL, ficando dentro de um intervalo (de 16,43 a 46,32 ng/mL) de valores basais 

quantificados em outros estudos para tilápia-do-Nilo foi (Barcellos et al., 1999; Volpato 

& Barreto, 2001; Biswas et al., 2004). O mesmo ocorreu para a média do valor de 

glicose (38,51 mg/dL). Valores basais de glicose quantificados em outros estudos 

variaram entre 34,54 e 130 mg/dL (Fernandes & Volpato, 1993; Yavuzcan et al., 1997; 

Barcellos et al., 1999; Barreto & Volpato, 2006). 
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A resposta de estresse induzida pela substância de alarme aqui sugere que isso 

possa ser um fenômeno espécie-específico. Embora, a substância de alarme possa 

diminuir a FV em outras espécies de peixe (Barbosa Jr. et al., 2010; Barreto et al., 

2012), no caso da tilápia-do-Nilo, já tinha sido relatado que tal estimulo causava um 

aumento da FV (Barreto et al., 2010), efeito este confirmado neste estudo. A substância 

de alarme causa aumento nos níveis plasmáticos de cortisol e glicose, como observado 

para o salmão do pacífico (coho salmon - Onchorhyncus kisutch - Rehnberg & Schreck, 

1987) e para o peixe pérola de água doce (pearl dace - Margariscus margarita - 

Rehnberg et al., 1987), mas não induz esse efeito no Matrinxã (Brycon cephalus - Ide et 

al., 2003). No presente estudo, observamos apenas aumento do cortisol, sem efeitos 

níveis de glicose. Os níveis plasmáticos de cortisol estavam elevados apenas 15 minutos 

após a exposição à substância de alarme, retornando a níveis basais já aos 30 minutos 

após a exposição. Em geral, como o cortisol é um hormônio hiperglicemiante em peixes 

(Mommsem et al., 1999), espera-se que seu aumento leve a neoglicogênese e aumento 

dos níveis de glicose. Contudo, não obsermos aumento da glicose plasmática. Essa 

resposta rápida em relação aos níveis de cortisol com pico aos 15 minutos foi observada 

para o peixe pérola de água doce (pearl dace - Margariscus margarita - Rehnberg et al., 

1987). Contudo, a glicose exibiu um perfil similar ao cortisol conforme esses autores. Já 

para o salmão do pacífico a resposta foi mais tardia, ou seja, observou-se aumento dos 

níveis de cortisol e glicose 1h após a substância de alarme (coho salmon - 

Onchorhyncus kisutch - Rehnberg & Schreck, 1987). Uma possível explicação para isso 

seria que embora o aumento do cortisol deve estar associado à preparação do corpo 

antecipadamente para manter uma reposta de defesa. A tilápia, diferentemente dessas 2 

outras espécies, é sedentária e em geral restringe suas atividades a territórios, não 

necessitando de um aumento imediato na glicose plasmática, visto que uma reposta de 
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fuga poderia ser executada anaerobicamente (Hawkins et al., 2004). Contudo, essa 

explicação é refutada quando comparamos com a resposta do matrinxã, uma vez que 

esse peixe apresenta alta atividade natatória e não teve nem um aumento de cortisol nem 

de glicose frente a substância de alarme. Nesse contexto, não temos evidências 

suficientes para entendermos o caráter espécie-específico da resposta de estresse à 

substância de alarme e mais estudos devem ser realizados para esclarecer esse assunto. 
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