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DIAZEPAM EM CONCENTRAÇÃO AMBIENTAL ALTERA 

COMPORTAMENTO EM Betta splendens 
 

RESUMO  

 
A presença de fármacos no ambiente aquático tem sido relatada há alguns anos. No entanto, os 

impactos sobre os organismos presentes nesses ecossistemas ainda são pouco conhecidos. 

Assim, investigamos os efeitos da exposição aguda ao diazepam sobre os comportamentos 

alimentar, locomotor, agressividade e ansiedade em Betta splendens. Testes comportamentais 

foram realizados em todos os peixes antes da exposição ao fármaco, na fase denominada pré-

tratamento. Após esse período, os animais foram expostos ao fármaco por cinco dias, período 

denominado de tratamento, e os mesmos testes foram realizados após 24, 72 e 120h de 

exposição. Foram utilizados três grupos experimentais: Controle; Diaz 0,88 µg/L (concentração 

ambiental); e Diaz 8,8 µg/L (concentração 10 vezes maior que a ambiental). Nossos resultados 

demonstraram que o diazepam na concentração ambiental é capaz de reduzir a agressividade e 

a ansiedade, ao passo que na concentração 10 vezes maior é capaz de aumentar a atividade 

locomotora. Peixes com tais alterações comportamentais podem provocar mudanças nas 

estruturas das comunidades aquáticas, uma vez que influenciam no crescimento e reprodução 

e, também, aumentam o risco de predação dos organismos expostos. Assim, esses dados 

sugerem que a presença de fármacos psicoativos, como benzoadiazepínicos, em ambientes 

aquáticos pode causar alterações comportamentais ecologicamente importantes em organismos 

não-alvos. 

 

Palavras-chave: Benzodiazepínicos, medicamento psiquiátrico, peixe, toxicidade. 
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DIAZEPAM IN ENVIRONMENTAL CONCENTRATION 

CHANGE BEHAVIOR IN Betta splendens  
 

ABSTRACT 

 
The presence of drugs in the aquatic environment has been reported for some years. However, 

the impacts on organisms present in these ecosystems are poorly understood. Thus, we 

investigated the effects of acute exposure to diazepam on the feeding, locomotor, 

aggressiveness and anxiety-like behaviors in Betta splendens. Behavioral tests were performed 

on all fish prior to exposure to the drug, designated pre-treatment. After this period, the animals 

were exposed to the drug for five days, a so-called treatment period, and the tests were 

performed after 24, 72 and 120 hours of exposure. Three experimental groups were used: 

Control; Diaz 0.88 μ /L (environmental concentration); and Diaz 8.8 μg/L (concentration 10 

times higher than the environmental concentration). Our results demonstrated that diazepam in 

the environmental concentration is able to reduce aggression and anxiety-like behavior, while 

in the concentration 10 times greater it is able to increase the locomotor activity. Fish with such 

behavioral changes can cause changes in the structures of aquatic communities, as they 

influence growth and reproduction and also increase the risk of predation of exposed organisms. 

Thus, these data suggest that the presence of psychoactive drugs, such as benzodiazepines, in 

aquatic ecosystems can cause ecologically important behavioral changes on non-target 

organisms. 

 

Keywords: Benzodiazepines, psychiatric medication, fish, toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O desenvolvimento tecnológico e o crescimento populacional têm contribuído para o 

aumento da produção e consumo mundial de medicamentos, tanto para uso em humanos quanto 

para uso veterinário (Fent et al., 2006). As substâncias ativas dos medicamentos, ou seja, os 

fármacos são liberados constantemente no ambiente através de fezes e urina de forma conjugada 

ou não metabolizada e através do descarte de medicamentos vencidos em esgotos domésticos e 

efluentes de estações de tratamento de esgoto (Subedi & Kannan, 2015; Alygizakis et al., 2016), 

poluindo o ambiente e causando danos ao ecossistema e à saúde humana (Calisto & Esteves, 

2009). 

Os primeiros estudos a identificar fármacos como potenciais poluentes ambientais 

começaram apenas na década de 1990 (Purdom et al., 1994; Desbrow et al., 1998; Routledge et 

al., 1998). Foram encontrados em concentrações de poucos nanogramas por litro (Halling-

SØrensen et al., 1998) em esgoto, em águas superficiais e subterrâneas e até em água tratada 

para consumo humano, em níveis crescentes em diversos países (Ternes, 1998; Ferrari et al., 

2003; Jones et al., 2002; Benotti et al., 2009). Isso contribuiu para que a poluição causada por 

medicamentos fosse considerada como um problema emergente ambiental e de saúde pública e 

uma das principais ameaças aos ecossistemas aquáticos, atualmente, em todo o mundo 

(Carlsson et al., 2006; Brodin et al., 2013).  

Os fármacos são construídos para permanecerem biologicamente ativos e resistirem à 

degradação metabólica. Uma vez administrados, muitos deles podem ser excretados do corpo 

em suas formas ativas (Calisto & Esteves, 2009). Deste modo, estão sendo introduzidos no 

ambiente de forma contínua, principalmente por meio de estações de tratamento de esgoto, em 

consequência de inadequações de processos de tratamento (Gros et al., 2010; Jelic et al., 2011). 

Uma vez no ambiente, muitos fármacos resistem à degradação biológica e à fotodegradação e 

apresentam, portanto, potencial de afetar espécies não-alvos (Cardoso et al., 2014; Brandão et 

al., 2013). 

Os fármacos encontrados nos ecossistemas aquáticos pertencem a várias classes 

farmacoterapêuticas, como hormônios, antibióticos, anti-inflamatórios, antipiréticos, redutores 

de lipídeos, anticonvulsivos, antidepressivos e ansiolíticos (Calisto & Esteves, 2009). Entre 

esses compostos, os medicamentos psiquiátricos compõem um grupo de substâncias 

comumente prescritas em todo o mundo (Fent et al., 2006) e com crescimento no consumo 

(Bachhuber et al., 2016). 
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Benzodiazepínicos são compostos pertencentes ao grupo de substâncias psiquiátricas 

mais prescritas em todo o mundo (Van der Ven et al., 2004). Atuam no sistema nervoso central, 

nos receptores do tipo GABA, provocando efeitos ansiolíticos, sedativos e hipnóticos (Shader 

& Greenblatt, 1977). O diazepam é o fármaco mais conhecido deste grupo (Baldessarini, 1996) 

e tem sido detectado no ambiente em efluentes domésticos, em rios e na água utilizada para 

abastecimento humano em diferentes partes do mundo (Wu et al., 2015; Van der Ven et al., 

2006; Ternes et al., 2001; Kolpin et al., 2002; Yuan et al., 2013; Snyder, 2008).  

O diazepam é muito resistente à fotodegradação e não é eliminado no tratamento de 

efluentes, motivo pelo qual se acumula e persiste em ambiente aquático (Calisto et al., 2011). 

Na Alemanha esse fármaco foi encontrado em águas superficiais na concentração de 0,88 µg/L 

(Ternes et al., 2001), a maior já detectada nesse tipo de ambiente (De Abreu et al., 2014). No 

Brasil foi recentemente detectado no Rio Belém, Curitiba-PR, na concentração de 0,763 µg/L 

(Böger et al., 2018).   

Nas diversas classes de vertebrados os receptores alvos de fármacos podem ser 

altamente conservados (Gunnarsson et al., 2008; McRobb et al., 2014). Estudos identificaram 

receptores benzodiazepínicos GABA em peixes e mostraram que eles têm características de 

ligação semelhantes às dos roedores e humanos (Anzelius et al., 1995; Carr et al., 1999), embora 

possam ter diferenças funcionais em relação aos mamíferos (Betti et al., 2001). Assim, os 

medicamentos e princípios ativos para uso em humanos, encontrados nos ambientes aquáticos, 

apresentam potencial de causar efeitos adversos em peixes e em outros vertebrados (Brown et 

al., 2014). Os efeitos adversos em peixes causados por medicamentos psiquiátricos, como 

alterações comportamentais, podem impactar diretamente na sobrevivência e reprodução dos 

organismos (Scott & Sloman, 2004; Brodin et al., 2013; Brodin et al., 2014).  

O comportamento é a manifestação física da resposta fisiológica de um animal ao seu 

ambiente (Clotfelter et al., 2004) e decisivo para crescimento, reprodução e sobrevivência 

(Brodin & Johansson, 2004). Portanto, mudanças perceptíveis no comportamento geradas por 

concentrações subletais de fármacos (Hellou, 2011; Conti et al., 2017) podem influenciar direta 

ou indiretamente em populações inteiras, bem como o funcionamento do ecossistema aquático 

(Clotfelter et al., 2004).  

Em função de homologia genética com seres humanos (Brown et al., 2014), outros 

grupos de vertebrados aquáticos, como os peixes, são importantes em estudos toxicológicos 

para o desenvolvimento de ferramentas de avaliação de risco ambiental e à saúde humana 

(McRobb et al., 2014; Bolis et al., 2001). 
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Alguns estudos apontam para potenciais riscos da poluição ambiental por diazepam, 

causando diferentes efeitos comportamentais em espécies variadas. Em Danio rerio, por 

exemplo, o diazepam pode causar aumento da atividade em embriões (concentração 273 µg/L) 

(Oggier et al., 2010) e em adultos (0,16 mg/L) (Gebauer et al., 2011). Em Lepomis gibbosus, 

em diversas concentrações deste mesmo fármaco (266 a 4260 µg/L), também se observou 

aumento de atividade (Brandão et al., 2013). Outro efeito encontrado foi a redução da ansiedade 

em larvas (Richendrfer et al., 2012) e em adultos de Danio rerio (Bencan et al., 2009) em 0,05 

e 1,25 mg/L de diazepam, respectivamente.  

Embora os estudos supracitados mostrem efeitos comportamentais em peixes expostos 

ao diazepam, pouco se sabe sobre possíveis implicações desse fármaco em concentrações 

ambientalmente relevantes (Santos et al., 2010), uma vez que a maioria dos estudos avalia 

concentrações muito maiores que as ambientais. Assim, é imprescindível avaliar se a 

concentração ambiental do diazepam pode causar efeitos comportamentais em organismos 

aquáticos e ainda predizer se o aumento da sua concentração pode intensificar os efeitos,  

Nesse contexto, nossa hipótese é que a concentração de diazepam encontrada no 

ambiente pode alterar parâmetros comportamentais em peixes e que o aumento da concentração 

intensifica as alterações. Assim, testamos o efeito da concentração ambiental de diazepam, e 

dez vezes superior, no comportamento de machos de Betta splendens, os quais apresentam 

comportamento agressivo (Hogan, 1967; Bronstein, 1985) e são utilizados como modelo 

biológico em estudos ecotoxicológicos (Clotfelter & Rodriguez, 2006; Clotfelter et al., 2007).  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Modelo experimental  

Foram utilizados 48 machos adultos de Betta splendens, adquiridos comercialmente de 

uma loja de animais de Goiânia-GO. Os peixes foram alojados no laboratório de Zoologia do 

Instituto Federal Goiano/Campus Urutaí, individualmente e sem contato visual com outros 

indivíduos por pelo menos 10 dias antes dos testes, em recipientes plásticos transparentes 

contendo água desclorada. Durante a aclimatação e experimento o fotoperíodo foi controlado 

em 12/12 horas (luminosidade artificial, 1.600 lúmens) e os peixes foram alimentados com 10 

pellets de ração comercial (Poytara - Premium Betta, nível protéico=35%), divididos em duas 

vezes ao dia. Os parâmetros físico-químicos da água foram monitorados e durante todo período 

de aclimatação e experimento estiveram adequados para o bem-estar dos animais. O pH, 
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salinidade e a temperatura foram verificados por meio de um analisador multiparâmetro (ITPH-

3000, INSTRUTEMP) e a amônia total determinada usando um teste comercial (Labcon Test, 

ALCON).  

 

2.2. Design experimental 

Após a aclimatação, os peixes foram tranferidos individualmente para aquários de vidro 

transparente (20 cm de comprimento x 20 cm de altura x 15 cm de largura, 4,5 L de água de 

torneira desclorada) com paredes posterior e laterais cobertas com plástico azul claro para 

impedir influência do contato visual com outros indivíduos (Castro et al., 2009).  

O design consistiu na formação de três grupos experimentais (n=16): 1) Controle; 2) 

Diaz 0,88 µg/L, que representa a maior concentração ambiental detectada, conforme Ternes et 

al. (2001); 3) Diaz 8,8 µg/L, concentração dez vezes maior que a ambiental, para avaliar 

possíveis efeitos do aumento da concentração deste fármaco no ambiente aquático, em função 

do lançamento contínuo de resíduos.  

Os animais foram aclimatados por 24 horas e, após esse período, receberam os 

respectivos tratamentos e permanceram por 120 horas de exposição, conforme Figura 1. Não 

houve troca de água durante o experimento. Os testes comportamentais foram realizados em 

quatro momentos: 0h, denominado pré-tratamento, e 24h, 72h e 120h de exposição ao 

diazepam. O comprimento e peso dos peixes foi contrabalanceado entre os grupos 

experimentais. 

 

 

Figura 1. Cronograma do experimento indicando duração da exposição ao diazepam e/ou solvente e período de 

realização dos testes comportamentais.  
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2.3. Concentrações e administração do fármaco 

Foi utilizado o diazepam (pureza ≥ 99,9%; CAS 439-14-5; PHARMANOSTRA), na 

forma de pó branco cristalino. Para atingir as concentrações nominais na água, o diazepam foi 

diluído no solvente dimetilsulfóxido (DMSO) (pureza ≥ 99,9%; CAS 67-68-5; DINÂMICA) a 

uma concentração final de 0,01% vol/vol. No grupo controle a mesma concentração de DMSO 

utilizada como solvente foi adicionada à água do aquário. De acordo com Xiong et al. (2017), 

o DMSO em concentrações de até 1,0% vol/vol não causa efeitos comportamentais em 

Gobiocypris rarus e Danio rerio em sete dias de exposição. Deve-se observar que as 

concentrações de fármaco se referem à quantidade de substância na água e não à quantidade 

biodisponível para o peixe. 

A exposição ao diazepam foi estática, com adição do fármaco ao início do experimento 

e sem renovação ou troca de água e de fármaco. As dissoluções foram feitas imediatamente 

antes de serem aplicadas nos aquários, a fim de minimizar a fotodegradação do fármaco. 

Conforme Calisto et al. (2011), a meia-vida do diazepam na água sob iluminação intensa e 

temperatura de 40ºC é de sete dias. 

 

2.4. Avaliação de parâmetros comportamentais 

Os testes comportamentais avaliaram alimentação, atividade locomotora, agressividade 

e ansiedade. Em todos os testes o comportamento dos peixes foi registrado por um sistema de 

câmeras (HD, Intelbras®) e os vídeos analisados posteriormente. 

 

2.4.1. Comportamento alimentar  

A latência para captura de alimento foi avaliada, uma vez que fármacos podem causar 

alteração na ingestão alimentar (Brodin et al., 2013). Para isso, cada aquário foi filmado por 

dois minutos, no período da manhã, após a introdução de ração no aquário (cinco pellets), 

conforme Volkoff  (2013) (Figura 2). Consideramos como latência o tempo para captura do 

primeiro pellet. Para a realização do teste, todos os animais permaneceram em jejum por 16h. 

Alterações nesse comportamento permitem mensurar efeitos sobre organismos que 

podem ter consequências em nível ecossistêmico, principalmente porque os peixes influenciam 

na estrutura das comunidades aquáticas (Johansson & Brodin, 2003). 
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Figura 2. Esquema dos aquários para avaliar o comportamento alimentar. 

 

2.4.2. Atividade locomotora  

 Avaliamos a atividade locomotora dos peixes durante cinco minutos, antes da oferta de 

alimento, conforme Kohlert et al. (2012), uma vez que fármacos podem afetar esse parâmetro 

(Kohlert et al., 2012; Brodin et al., 2013). Segundo Dugatkin (1992), indivíduos com alto grau 

de atividade têm maior risco de predação.  

A parede frontal de cada aquário foi dividida em 16 quadrantes com lados de cinco 

centímetros. No período registrado analisou-se o tempo que se deslocaram em segundos e o 

número de quadrantes atravessados (tendo o centro do olho como medida de referência) para 

estimar a distância percorrida (em centímetros) e a velocidade de locomoção (distância 

percorrida, em centímetro/tempo de locomoção, em segundos) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema dos aquários com os quadrantes na parede frontal para avaliar atividade locomotora. 

 

2.4.3. Agressividade  

O comportamento agressivo em peixes é importante para proteção de territórios, fêmeas 

e ninhos, permitindo a reprodução e sobrevivência da espécie (Todd et al., 2008). A expressão 

desse comportamento pode ser alterada por ansiolíticos (Lynn et al., 2007) e foi avaliada pelo 

teste do espelho, conforme Kohlert et al. (2012).  

O teste do espelho é empregado para avaliar a agressividade nos animais, pois os peixes 

não reconhecem a própria imagem refletida no espelho, confundindo-a com um intruso 

(Rowland, 1999). Assim, muitos aspectos que podem interferir em uma luta, como diferenças 
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de peso, tamanho e experiência de luta, são neutralizados ao utilizar o teste do espelho (Abate, 

2005; Rhoad et al., 1975). 

Para análise desse comportamento, um espelho plano (20 cm x 15 cm), inicialmente 

protegido com uma folha azul, foi colocado na lateral esquerda de cada aquário cobrindo 

completamente a parede. Após cinco minutos, a folha protetora foi retirada, permitindo a 

visualização da imagem refletida no espelho, e o comportamento foi registrado por cinco 

minutos (Figura 4) e, então, quantificou-se a latência para ataque (em segundos) e a frequência 

de ataques ao espelho.  

 

 

Figura 4. Esquema do teste do espelho para avaliar a agressividade. 

 

2.4.4. Ansiedade 

Fármacos que atuam nas funções do sistema nervoso central podem provocar efeitos em 

comportamentos preditivos de ansiedade (Brandão et al., 2013), como preferência por regiões 

periféricas (tigmotaxia) (Giacomini et al., 2016) ou regiões escuras (escototaxia) (Steenbergen 

et al., 2011). Embora sejam comportamentos semelhantes à ansiedade, a tigmotaxia e a 

escototaxia são qualitativamente diferentes e, portanto, podem ser diferencialmente sensíveis a 

várias substâncias ansiolíticas (Hope et al. 2019). 

Bencan et al. (2009), demostraram que o ambiente novo induz ansiedade e os 

organismos aumentam ou reduzem o tempo próximo nas regiões periféricas (tigmotaxia) 

dependendo do tratamento. Para avaliar comportamento preditivo de ansiedade, realizamos o 

teste de campo aberto (Figura 5), conforme Prut & Belzung (2003). Cada peixe foi inserido em 

um tanque teste (compartimento circular plástico de 30 cm de diâmetro e uma coluna d’água 

de 7 cm) com uma filmadora instalada na parte superior, no período da manhã. Avaliou-se o 

tempo de permanência dos peixes na região periférica (4,4 cm de distância da parede da arena, 

equivalente à 50% da área total) e a frequência de entradas na região central (raio de 10,6 cm). 
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O peixe permaneceu por cinco minutos no tanque teste, período no qual seu comportamento foi 

filmado. A água do tanque foi trocada após cada teste.  

 

Figura 5. Esquema do tanque de teste de campo aberto para avaliar o comportamento de tigmotaxia. 

 

Adicionalmente, avaliamos a preferência por regiões escuras (escototaxia), uma vez que 

o aumento da atividade no compartimento claro indica efeito ansiolítico (Maximino et al., 

2010). A arena de vidro utilizada (15 cm de altura × 10 cm de largura × 45 cm de comprimento), 

apresentou 50% de revestimento preto e 50% de revestimento branco, conforme Maximino et 

al. (2010) e preenchido com coluna de água de 10 cm, produzindo um volume final de 4,5 L 

(Figura 6).  

O teste foi realizado no período da tarde após cinco minutos de habituação no 

compartimento central. Assim que as portas centrais foram removidas, permitindo que o peixe 

nadasse livremente na arena, quantificou-se o tempo de permanência no compartimento escuro 

e a frequência de cruzamentos da linha média durante 15 minutos, filmados por uma câmera 

posicionada superiormente à arena, conforme Maximino et al. (2010). A água da arena foi 

trocada após cada teste.  
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Figura 6. Esquema da arena teste de preferência claro/escuro para avaliar o comportamento de escototaxia. 

2.5. Análise estatística  

As análises estatísticas foram realizadas no software livre BioEstat (Ayres & Junior 

Ayres, 2000). Os valores outliers foram substituídos pela média uma única vez (considerando 

média ± 2x desvio padrão) (Leys et al., 2013). A normalidade residual dos dados foi verificada 

utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para comparar o grupo controle e os grupos diazepam em 

cada período (0h, 24h, 72h e 120h), os dados paramétricos foram submetidos à one-way 

ANOVA e pós-teste LSD e os dados não paramétricos submetidos ao Kruskal-Wallis e pós-

teste de Dunn. O nível de significância para todas as análises foi de 5%.  

 

2.6. Questões éticas 

 A metodologia adotada no presente experimento foi consistente com os princípios para 

a experimentação animal e todos os esforços foram realizados para minimizar o número de 

animais utilizados, assim como o grau de sofrimento imposto aos animais. Além disso, o projeto 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Goiano, 

sob o protocolo nº 8029030717.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

  

3.1. Comportamento alimentar 

 O resultado da análise dos dados da latência para captura de alimento encontra-se na 

Figura 7. Não houve diferença significativa entre os grupos em cada dia de exposição [Kruskal-

Wallis, 0h: H2,48=4,08, p=0,13; 24h: H2,48=4,51, p=0,1; 72h: H2,48=0,26,  p=0,88; 120h: 

H2,48=0,67, p=0,71] (Figura 7).  
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Figura 7. Latência (em segundos) para captura de alimento nos grupos Controle, Diaz 0,88 µg⁄L e Diaz 8,8 µg⁄L, 

a 0h (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h de exposição. Barras de erro representam erro padrão (n = 16). Kruskal-

Wallis (pós-teste Dunn) compara os grupos em cada período (P>0,05). 

 

No presente estudo, as concentrações utilizadas de diazepam, durante cinco dias de 

exposição, não causaram alteração no comportamento alimentar de Betta splendens. Entretanto, 

estudos com concentrações maiores indicam que o diazepam pode estimular o comportamento 

alimentar. Brodin et al. (2013), por exemplo, ao expor Perca fluviatilis por sete dias em 1,8 

µg/L e 910 µg/L de oxazepam, outro benzodiazepínico, verificaram redução da latência para a 

alimentação. Assim, concentrações maiores de benzodiazepínicos podem afetar o 

comportamento alimentar, por meio de receptores GABA (Snigirov & Sylantyev, 2018), 

indicando risco de alterações comportamentais em organismos expostos a altas concentrações 

desses medicamentos.  

Os benzodiazepínicos são compostos que induzem a hiperfagia e ativam o apetite após 

a ligação aos receptores GABA em várias espécies de animais, incluindo peixes e humanos 

(Brown et al., 1976; Baile e McLaughlin, 1979; Cooper et al., 1985; Gaskins et al., 2008; 

Snigirov & Sylantyev, 2018; Haney et al., 1997). Ao alterar o comportamento alimentar, os 

poluentes podem produzir mudanças nas interações predador-presa, o que pode resultar em 

mudanças na população das espécies predadoras, nas espécies de presas ou em ambas. (Weis et 

al., 2001). 
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3.2. Atividade locomotora 

 O resultado da análise dos dados da atividade locomotora encontra-se na Figura 8.  Não 

houve diferença no tempo de lomoção entre os grupos [ANOVA, 0h: F2,48=0,02, p=0,98; 24h: 

F2,48=1,32, p=0,27; 72h: F2,48=1,03,  p=0,36; 120h: F2,48=0,06,  p=0,94], confome a Figura  8A.  

Em relação à distância percorrida, houve aumento no grupo Diaz 8,8 µg/L em 72h de 

exposição, conforme ilustra a Figura 8B [ANOVA, 0h: F2,48=0,29, p=0,75; 24h: F2,48=0,23, 

p=0,79; 72h: pós-teste LSD p<0,05; 120h: F2,48=0,47, p=0,63].  

Sobre a velocidade média de natação, houve aumento da velocidade no grupo Diaz 8,8 

µg/L em 24h e 72h de exposição, conforme ilustra a Figura 8C [Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=2,78, 

p=0,3; 24h: H2,48=9,95, p<0,05, pós-teste Dunn p<0,05; 72h: H2,48=9,81, p<0,05, pós-teste 

Dunn p<0,05; 120h: H2,48=1,89, p=0,39].  
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Figura 8. Atividade locomotora dos peixes nos grupos Controle, Diaz 0,88 µg⁄L e Diaz 8,8 µg⁄L, a 0h (pré-

tratamento), 24h, 72h e 120h de exposição. (A) Tempo locomovendo (segundos) durante cinco minutos. (B) 

Distância percorrida (em centímetros) durante cinco minutos. (C) Velocidade média (cm/s) durante cinco minutos. 

Barras de erro representam erro padrão (n = 16). ANOVA (pós-teste LSD) e Kruskal-Wallis (pós-teste Dunn) 

comparam os grupos em cada período (* P<0,05). 

 

 Nossos resultados indicam aumento da distância percorrida em 72h e da velocidade 

média em 24h e 72h de exposição, no grupo Diaz 8,8 µg/L, o que demonstra aumento de 

atividade dos animais. Outros estudos corroboram o efeito do diazepam no aumento da 
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atividade em peixes. Oggier et al. (2010) demonstraram esse efeito em embriões de Danio rerio 

após três dias de exposição a 273 µg/L de diazepam. Gebauer et al. (2011) observaram efeito 

semelhante em Danio rerio adultos expostos a 160 µg/L de diazepam após 10 minutos de 

tratamento. Brandão et al. (2013) submeteram Lepomis gibbosus juvenis a 266 µg/L de 

diazepam por 96 horas e também observaram aumento da atividade.  

 Os estudos disponíveis na literatura mostram aumento da atividade em peixes expostos 

a concentrações de diazepam, pelo menos, 180 vezes maior que a concentração ambiental. 

Porém, nosso estudo encontrou alterações nesse comportamento em 8,8 µg/L de diazepam, 

concentração ambientalmente relevante, que possivelmente pode ser alcançada no ambiente 

aquático devido a introdução contínua deste fármaco em ambientes aquáticos, segundo Calisto 

et al. (2011).  

A atividade locomotora é um comportamento ecologicamente importante (Brodin et al. 

2013) e está diretamente relacionada ao risco de predação (Dugatkin, 1992). Assim, o aumento 

da atividade locomotora, como observado em nosso estudo, causado por poluentes, pode ter 

efeitos ecológicos, conforme sugere Brodin et al. (2013). 

 

3.3. Agressividade 

 O resultado da análise dos dados do teste do espelho sobre a agressividade está disposto 

na Figura 9. Não houve efeito do tratamento na latência para atacar o espelho [Kruskal-Wallis, 

0h: H2,48=4,31, p=0,11; 24h: H2,48=1,96, p=0,37; 72h: H2,48=0,98, p=0,61; 120h: H2,48=0,61, 

p=0,73] (Figura 9A).  

 Em relação à frequência de ataques, houve efeito do tratamento, com redução da 

frequência nos grupos Diaz 0,88 µg/L e Diaz 8,8 µg/L, com 24h de exposição do fármaco 

[Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=5,75, p=0,05; 24h: pós-teste de Dunn p<0,05; 72h: H2,48=3,82, 

p=0,15; 120h: H2,48=4,48, p=0,11] (Figura 9B).  
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Figura 9. Comportamento agressivo dos peixes avaliado pelo teste do espelho durante cinco minutos nos grupos 

Controle, Diaz 0,88 µg⁄L e Diaz 8,8 µg⁄L, a 0h (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h de exposição. (A) Latência para 

atacar (em segundos). (B) Frequência de ataques. Barras de erro representam erro padrão (n = 16). Kruskal-Wallis 

(pós-teste Dunn) compara os grupos em cada período (*P<0,05)  

 

Nosso estudo demonstrou que a exposição a curto prazo ao diazepam em concentração 

ambiental (0,88 µg/L) diminui a frequência de ataques em Betta splendens, indicando redução 

na agressividade. De acordo com Bencan et al. (2009), esse efeito não deve ser considerado 

sedativo, pois essa concentração não causou diminuição da atividade locomotora.  

Giacomini et al. (2016) realizaram testes com Danio rerio (machos e fêmeas) expostos 

a 16 µg/L de diazepam por 15 minutos e não encontraram alteração no comportamento 

agressivo. Apesar desta concentração ser superior à concentração ambiental, o período de 

exposição foi inferior ao utilizado em nosso estudo e utilizou peixes de ambos os sexos, os 

quais podem apresentar diferentes respostas em testes de agressividade. 
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Diversos estudos demonstram que a expressão da agressividade em peixes depende de 

andrógenos, como testosterona e 11-cetotestosterona (Villars, 1983; Borg, 1994; Simon, 2002). 

Overturf et al. (2016) constataram redução na expressão de enzimas esteroidogênicas ligadas 

diretamente às concentrações plasmáticas de testosterona em Ictalurus punctatus juvenis 

expostos a 1 µg/L de diazepam por sete dias. Neste sentido, é possível que peixes machos 

adultos expostos ao diazepam apresentem redução significativa da produção de hormônios 

relacionados ao comportamento agressivo.  

Segundo Kohlert et al. (2012), o comportamento agressivo está diretamente relacionado 

ao estabelecimento de hierarquias de dominância e territórios para o acesso aos recursos 

essenciais para a reprodução e sobrevivência de muitas espécies. Portanto, é possível que a 

redução da agressividade encontrada em nosso estudo possa afetar a viabilidade de peixes e 

outros organismos aquáticos. 

 

3.4. Ansiedade 

 O resultado da análise do teste de ambiente novo sobre o comportamento de tigmotaxia 

encontra-se na Figura 10. Em relação ao tempo na periferia [Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=2,76, 

p=0,25; 24h: H2,48=2,05, p=0,35; 72h: H2,48=1,44, p=0,48; 120h: H2,48=1,74,  p=0,41] (Figura 

10A) e a frequência de entradas na região central [ANOVA, 0h: F2,48=1,91, p=0,15; 24h: 

F2,48=1,88,  p=0,16; 72h: F2,48=1,48,  p=0,23; 120h: F2,48=0,32,  p=0,72] (Figura 10B) não houve 

diferença entre os grupos.  
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Figura 10. Tigmotaxia como comportamento preditivo de ansiedade no teste de campo aberto durante cinco 

minutos nos grupos Controle, Diaz 0,88 µg⁄L e Diaz 8,8 µg⁄L, a 0h (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h de exposição.  

(A) Tempo na periferia (em segundos). (B) Frequência de entradas na área central. Barras de erro representam erro 

padrão (n = 16). ANOVA (pós-teste LSD) e Kruskal-Wallis (pós-teste Dunn) comparam os grupos em cada 

período (P>0,05). 

 

O resultado da análise do teste de preferência por regiões escuras sobre o 

comportamento de escototaxia encontra-se na Figura 11. Em relação ao tempo no 

compartimento escuro, o tempo do grupo Diaz 0,88 µg/L foi o menor em 72h de exposição 

[Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=3,82, p=0,14; 24h: H2,48=4,58, p=0,1; 72h: H2,48=8,04, p=0,01 pós-

teste Dunn p<0,05; 120h: H2,48=2,34, p=0,3] (Figura 11A).  

Na frequência de cruzamentos da linha média não houve efeito do tratamento entre os 

grupos [Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=1,17, p=0,55; 24h: H2,48=0,04, p=0,97; 72h: H2,48=0,60 

p=0,74; 120h: H2,48=0,38, p=0,82] (Figura 11B). 
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Figura 11. Escototaxia como comportamento preditivo de ansiedade no teste de preferência claro/escuro durante 

15 minutos nos grupos Controle, Diaz 0,88 µg⁄L e Diaz 8,8 µg⁄L, a 0h (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h de 

exposição.  (A) Tempo no compartimento escuro (em segundos). (B) Frequência de cruzamentos da linha média. 

Barras de erro representam erro padrão (n = 16). Kruskal-Wallis (pós-teste Dunn) compara os grupos em cada 

período (*P<0,05). 

 

O comportamento de tigmotaxia em Betta splendens não foi alterado pelo diazepam em 

nosso estudo. Richendrfer et al. (2012), comprovaram que 0,05 mg/L de diazepam reduz o 

comportamento de tigmotaxia de larvas Danio rerio em exposição de 2h. Apesar de se tratar de 

uma concentração 56 vezes superior à ambiental, demonstra o efeito ansiolítico do diazepam 

em peixes.  

Uma vez que o sistema GABAérgico desempenha papel importante na regulação da 

ansiedade (Weinberger, 2001; Gingrich, 2005), nosso estudo complementou a análise deste 

parâmetro avaliando o comportamento de escototaxia. Do mesmo modo que a periferia do 

tanque de teste de campo aberto representa uma área de refúgio para o animal, as regiões escuras 

são preferidas pela maioria das espécies para evitar um predador (Colwill & Creton, 2011; 

Champagne et al., 2010).  
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Nosso estudo encontrou efeito ansiolítico da concentração ambiental de diazepam após 

72h de exposição pela análise do comportamento de escototaxia. A redução no tempo gasto no 

compartimento escuro pelo diazepam também foi observado por Brandão et al. (2013) após 72h 

de exposição em Lepomis gibbosus, porém utilizando 266 μg/L de diazepam, que é mais de 300 

vezes a concentração ambiental. Steenbergen et al. (2011) encontraram esse efeito expondo por 

sete minutos Danio rerio juvenis em 750 μg/L de diazepam. Este período de exposição é muito 

inferior ao utilizado em nosso estudo, mas a concentração do fármaco é mais de 850 vezes a 

ambiental. Gebauer et al. (2011) também avaliaram a preferência claro/escuro de Danio rerio 

adultos e observaram um aumento no tempo de permanência no compartimento claro em 10 

minutos de exposição, mas em 160 µg/L de diazepam, o que representa 180 vezes a 

concentração ambiental.  

Além de corroborar com os outros estudos, evidenciando efeito ansiolítico do diazepam, 

nosso trabalho demonstra, pioneiramente, que a concentração ambiental do diazepam é 

suficiente para causar essa alteração. No ambiente natural, a redução da ansiedade pode 

provocar efeitos a nível de populações, pois aumentam o risco de predação dos organismos 

expostos ao ansiolítico (Brandão et al., 2013).  

 

4. CONCLUSÃO 

 

Nosso estudo mostrou que o diazepam em concentração ambiental reduz a agressividade 

e a ansiedade em Betta splendens, e a concentração 10 vezes a ambiental aumenta a atividade 

locomotora. Além disso, demonstrou que Betta splendens é um organismo adequado a estudos 

ecotoxicológicos que avaliam efeitos comportamentais e sensível a baixas concentrações de 

diazepam. 

As alterações nos parâmetros comportamentais observadas nesse estudo, causados pela 

exposição ao diazepam em concentrações ambientalmente relevantes, devem ser motivos de 

preocupação, dada a remoção incompleta deste fármaco nas estações de tratamento de água e 

esgoto. Tais alterações são ecologicamente importantes, pois podem modificar as estruturas das 

comunidades aquáticas influenciando no crescimento e reprodução e também aumentando o 

risco de predação dos organismos não-alvos. 

No entanto, reconhecemos que investigações com exposição prolongada e envolvendo 

avaliação de biodisponibilidade e mecanismos de ação são essenciais para melhor compreensão 

dos efeitos do diazepam e outros fármacos psicoativos nos ecossistemas aquáticos e os 
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potenciais riscos a outros organismos aquáticos e aos organismos que utilizam os recursos 

hídricos, incluindo as populações humanas. 
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