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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria

DIAZEPAM E FLUOXETINA INIBEM A RESPOSTA DE ESTRESSE
EM ZEBRAFISH (Danio rerio)

Autor: Murilo Sander de Abreu
Orientador: Leonardo José Gil Barcellos
Co-orientador: Angelo Luis Stapassoli Piato
Data e local da defesa: Passo Fundo, 27 de agosto de 2014.

A presenca de produtos farmacéuticos no ambiente aquatico tem sido relatada ha alguns anos
em varios estudos. No entanto, o impacto de medicamentos sobre 0s organismos presentes
nesses ecossistemas ainda € pouco conhecido. Assim, investigamos os efeitos da exposicao
aguda ao diazepam e a fluoxetina sobre a resposta ao estresse agudo em zebrafish (Danio
rerio). Os peixes foram expostos aos farmacos por 15 minutos e, ap0s esse periodo, 0 grupo
denominado tempo 0 foi coletado; os demais grupos foram submetidos a um estimulo de
estresse, com perseguicdo dos peixes com uma rede durante dois minutos, e, apés, foram
coletados nos tempos de 15, 60 e 240 minutos. Foram utilizadas trés concentragdes de
diazepam a 0,88 pg/L (concentragdo ambiental); 16 pg/L; e 160 pg/L, concentracdo com
efeitos comportamentais relatados em zebrafish. Em relac&o a fluoxetina, foram utilizadas as
concentracdes de 1 pg/L, 25 pg/L e 50 pg/L (25 a 50 vezes a concentracdo do ambiente,
respectivamente). Nossos resultados demonstram que o diazepam e a fluoxetina inibem o eixo
de estresse no zebrafish. A concentracdo intermediaria de diazepam é capaz de suprimir a
resposta de estresse, conforme se mediu pelos niveis de cortisol, ao passo que a fluoxetina é
capaz de inibir a resposta ao estresse em concentracfes semelhantes as encontradas no
ambiente. Peixes com resposta de estresse prejudicada perdem a capacidade de manter a
homeostase contra fatores de estresse, uma vez que reduz a capacidade de promover ajustes
ibnicos, metabolicos e comportamentais necessarios para tal resposta. Assim, esses dados
sugerem que a presenca de farmacos psicoativos em ecossistemas aquaticos pode causar
disfuncdo neuroendocrina em peixes.

Palavras chave: diazepam, fluoxetina, psicofarmacos, estresse, zebrafish, Danio rerio.



ABSTRACT
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DIAZEPAM AND FLUOXETINE INHIBIT THE STRESS RESPONSE IN
ZEBRAFISH (Danio rerio)

Author: Murilo Sander de Abreu
Advisor: Leonardo José Gil Barcellos
Co-supervisor: Angelo Luis Stapassoli Piato
Place and date of defense: Passo Fundo, August 27, 2014.

The presence of pharmaceuticals in the aquatic environment has long been reported for some
years in various studies. However, the impact of drugs on organisms present in aquatic
ecosystems is still poorly known. Thus, we investigated the effects of acute exposure to
diazepam or fluoxetine on the response to acute stress in zebrafish (Danio rerio). Fish were
exposed to drugs for 15 minutes and, after this period, the group designated time 0 was
collected; the other groups were subjected to a stimulus of stress, which consisted in
persecution of fish with a net for two minutes, and after that, were collected at the times of 15,
60 and 240 minutes. Three concentrations of diazepam 0.88 pg/L (environmental
concentration) were used; 16 pg/L; and 160 pg/L, concentrations that cause behavioral effects
in zebrafish. Regarding fluoxetine at concentrations of 1 pg/L, 25 pug/L and 50 pg/L (25 to 50
times the concentration of the environment, respectively) were used. Our results show that
diazepam and fluoxetine inhibit the axis of stress in the zebrafish. The intermediate
concentration of diazepam is able to suppress the stress response, as measured by levels of
cortisol whereas the fluoxetine is able to inhibit the stress response at concentrations similar
to those found in the environment. Fish with an impaired stress response loses the ability to
maintain homeostasis against stress factors, since it reduces the ability to promote ionic,
metabolic and behavioral adjustments necessary for such response. Thus, these data suggest
that the presence of psychoactive drugs in aquatic ecosystems may cause neuroendocrine
dysfunction in fish.

Keywords: diazepam, fluoxetine, psychotropics, stress, zebrafish, Danio rerio.
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1. INTRODUCAO

A acdo de um farmaco sobre o organismo, independentemente da via de
administracdo, envolve processos farmacocinéticos e farmacodinamicos que resultam na
excrecdo de metabdlitos para 0 meio ambiente. O ambiente aquatico recebe a maior parte

desses compostos excretados pelos organismos.

As agéncias reguladoras, através do tratamento dos efluentes, tém o objetivo de
eliminar esses compostos de forma adequada para evitar potenciais danos aos seres humanos e

aos ecossistemas aquaticos.

Os benzodiazepinicos e os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo
comumente encontrados em sistemas de efluentes, em aguas residuais de efluentes, em aguas
superficiais e, até mesmo, na agua potavel. Ha relatos (CALISTO; ESTEVES, 2009;
CALISTO et al., 201; HUMMEL et al., 2006; KOSJEK et al., 2012) de que esses farmacos
persistem na agua mesmo apds o tratamento de efluentes, pelo fato de ndo serem

fotodegradados.

Estudos (CURTIS et al., 1997; BENCAN et al.,, 2009; GEBAUER et al., 2011;
BRODIN et al., 2013) mostram que os benzodiazepinicos, como o diazepam, e 0s ISRSs,
como a fluoxetina, exercem efeitos ansioliticos nos organismos e podem interferir na
atividade do eixo neuroenddcrino do estresse. A resposta ao estresse € um importante
mecanismo que fornece condicdes de enfrentar situacGes adversas, elevando os niveis de
cortisol e resultando na mobilizacdo de energia para acdes defensivas e participando dos
processos de osmorregulagdo em peixes (BARTON, 1997; BARTON et al., 2002).

Embora esses farmacos tenham sido detectados numa grande variedade de ambientes
(HIGNITE; AZARNOFF, 1977; HEBERER, 2002; KOLPIN et al., 2002; CALAMARI, et al.,
2003; BROOKS et al., 2005; JONES et al., 2005; CALISTO; ESTEVES, 2009; ALONSO et
al., 2010; CALISTO et al., 2011), ha pouca informacdo sobre os potenciais efeitos nos
organismos. Nesse contexto, nossa hipdtese é que as concentracdes de diazepam e fluoxetina
encontradas no ambiente podem interferir na resposta ao estresse em peixes. Assim, testamos
essa possibilidade utilizando como modelo experimental o zebrafish (Danio rerio), espécie de

peixe que oferece muitas vantagens como organismo modelo devido ao facil manuseio e
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manutencdo, e também em razdo de sua homologia genética com os seres humanos de 70%
(HOWE et al., 2013).

O presente trabalho estd embasado na apresentacao dos resultados obtidos sob a forma
de artigo, para fins de defesa de Dissertacdo de Mestrado, dispondo das seguintes secdes:

introducao, objetivos, artigo publicado, discussédo e concluséo.

A secdo de introducdo abordara uma breve elucidacdo sobre a resposta ao estresse,
sobre a presenca de farmacos no ambiente, com foco em farmacos psicoativos, principalmente
diazepam e fluoxetina, além de abordar informacdes sobre o organismo modelo zebrafish.
Estudos da literatura (SACKERMAN et al., 2010; GEBAUER et al., 2011; PARK et al.,
2012; PRIETO et al.,, 2012; BRODIN et al., 2013) apresentam dados sobre os efeitos
comportamentais e endocrinos desencadeados pela resposta ao estresse em peixes e pela
presenca de farmacos na agua, demonstrando a importancia da avaliacdo dos efeitos de tais
elementos sobre as espécies que com eles tiverem contato.

Na secdo do artigo publicado, serdo apresentados os resultados que compdem a
pesquisa. Nessa mesma secdo, encontram-se descritos 0s materiais e 0s métodos, a analise
estatistica aplicada aos dados obtidos, os resultados, a discusséo e as referéncias bibliograficas
do trabalho.

Na discussdo, ha uma interpretacdo dos resultados obtidos e a correlagdo com os dados

da literatura. Por fim, apresenta-se a conclusdo dessa dissertacao.

1.1.Resposta ao estresse

A resposta ao estresse € desencadeada pela presenca de algum agente estressor
envolvendo a coordenacgdo dos aspectos de comportamento de esquiva, aumento da vigilancia,
ativacdo do sistema nervoso simpético e do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) (BEAR,;
CONNORS; PARADISO, 2008).

As respostas de estresse sdo divididas em trés categorias: primarias, secundarias e
terciarias (BARTON, 1997; BARTON et al., 2002). As respostas primarias sdo as hormonais,
as secundérias sdo mudancas nos parametros fisiologicos e bioquimicos e as terciarias sao o

comprometimento no desempenho, as mudangas no comportamento e 0 aumento da
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suscetibilidade a doencas. O cortisol, principal corticosteroide em peixes, é considerado um
bom indicador para avaliagdo de estresse primario (MOMMSEN et al., 1999).

Estimulos estressores fisioldgicos, psiquicos ou emocionais ativam 0s neur6nios
hipotaldamicos, os quais liberam o horménio liberador de corticotrofina (CRH) para a
circulacdo. Esse hormoénio atua na hipdfise, estimulando a liberacdo do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH). Quando liberado no sangue, tal hormonio atua no cortex da
glandula suprarrenal, que estimula a liberagéo de cortisol (Figura 1). Em peixes, o eixo HHI
(WENDELAAR BONGA 1997) é anélogo ao eixo HHA em humanos, fazendo com que a
resposta ao estresse leve ao aumento similar do cortisol (BARCELLOS et al., 2007; 2010;
2011; 2014; CERICATO et al., 2008; 2009; PIATO et al., 2011; KOAKOSKI et al., 2014).

Sistema Porta
Hipofisario

Paraventricular do

Hipotalamo
S
D
Adeno-Hipéfise ﬁg’%;%q
Vooviad
ACTH /: Medula (adrenalina)
/ %L Cortex (glicocorticoides)
NS
Adrenal

Figura 1. Eixo Hipotalamo-hipdfise-adrenal. Fonte: https://corticoides.files.wordpress.com/2012/06/3.jpg

O cortisol atua em receptores de glicocorticoides presentes em tecidos-alvo de forma a
promover a transcricdo dos genes relacionados a mobilizacdo de energia, @ imunossupressao e

ao comportamento. Além das alteracGes fisiologicas, a resposta ao estresse promove
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alteracbes 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 exposicdo ao estresse promove
consequéncias negativas no comportamento social de camundongos (MASANA et al., 2014);

prejudica a func¢do cognitiva e aumenta a ansiedade em zebrafish (PIATO et al., 2011).

1.2. Farmacos no ambiente aquatico

A presenca de farmacos e de seus metabolitos nos ecossistemas aquéaticos vem sendo
estudada hd décadas (HIGNITE; AZARNOFF, 1977; HEBERER, 2002; KOLPIN et al.,
2002; CALAMARI, et al., 2003; BROOKS et al., 2005; JONES et al., 2005; CALISTO;
ESTEVES, 2009; ALONSO et al., 2010; CALISTO et al., 2011). Esses contaminantes
provocam impactos negativos tanto na populagdo humana usuéria desses recursos como nos
organismos aquaticos em contato com esses ecossistemas. Tendo em vista tamanha
importancia, seus possiveis efeitos sobre os organismos tém-se tornado prioridade para as
agéncias reguladoras envolvidas na avaliacdo de risco humano e ambiental (DAUGHTON;
TERNES, 1999; HEBERER, 2002; CALAMARI et al., 2003; BROOKS et al., 2005; JONES
et al., 2005; CALISTO; ESTEVES, 2009; ALONSO et al., 2010; CALISTO et al., 2011,
BRODIN et al., 2013).

Nos efluentes, pode ser encontrada uma ampla variedade de farmacos como, por
exemplo, antibioticos, psicotropicos e horménios esteroides (KOLPIN et al., 2002;
CALAMARI et al., 2003; BROOKS et al., 2005, CALISTO; ESTEVES, 2009, CALISTO et
al., 2011).

Os benzodiazepinicos e os ISRSs sdo amplamente prescritos € 0 consumo aumenta
anualmente (ANVISA, 2009). Os benzodiazepinicos sdo os ansioliticos mais utilizados no
mundo (CALISTO et al., 2009). A movimentagédo da industria farmacéutica em 2012 foi de
20 bilhdes de dolares para os antidepressivos e de 11 bilhGes de dolares para os ansioliticos
(SCIENCE TRANSLACIONAL MEDICINE, 2012). Consequentemente, a contaminacdo dos
efluentes por tais psicofarmacos desperta preocupacdo devido ao potencial ecotoxicologico,


http://www-nature-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/nature/journal/v476/n7361/full/nature10287.html#auth-1
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pois apresentam alta resisténcia a fotodegradacdo e persisténcia no ambiente por longos
periodos (HUMMEL et al., 2006; CALISTO et al., 2011; KOSJEK et al., 2012).

Apesar de as concentragdes encontradas nos ambientes aquaticos serem inferiores as
concentracdes letais para a grande maioria das espécies presentes nesses ecossistemas, ha
estudos que demonstram que as concentragcdes em 6rgdos como cérebro, musculos e figado
dos organismos em contato com esses farmacos é superior as concentracbes da agua
(BRODIN et al., 2013; BROOKS et al., 2005; SACKERMAN et al., 2010). Brodin et al.
(2013) observou que a concentracdo de oxazepam no tecido muscular de perca europeia
(Perca fluviatilis) do Rio Fyris foi seis vezes maior que a quantidade na agua, indicando
bioacumulagdo desse farmaco no peixe.

Os benzodiazepinicos e os ISRSs podem desencadear um conjunto de alteracfes
morfologicas, fisioldgicas, neuroenddcrinas, reprodutivas, motoras e comportamentais
(AIRHART et al., 2007; SACKERMAN et al., 2010; GEBAUER et al., 2011; PRIETO et al.,
2012; PARK et al., 2012; PRIETO et al., 2012; BRODIN et al., 2013). Prieto et al. (2012)
verificaram que a fluoxetina apresenta efeito de alteracdo morfoldgica em neurbnios
dopaminérgicos em zebrafish, além de alterar o comportamento e 0s niveis de serotonina.
Brodin et al. (2013) verificaram que percas europeias (Perca fluviatilis) expostas ao
benzodiazepinico apresentam alteracdo de comportamento e da taxa de alimentacao.
Entretanto, pouco se sabe a respeito dos efeitos desses farmacos sobre a resposta ao estresse

em zebrafish.

1.3. Diazepam

Os benzodiazepinicos pertencem ao grupo de substancias que sdo normalmente usados
como sedativos, amnésicos, ansioliticos, relaxantes musculares e anticonvulsivantes
(GARRET et al., 1994; RAMOS, 2004; GAILLARD et al., 2006; RANG; DALE, 2008;
ROCHE, 2010). Em meados de 1950, registra-se 0 surgimento de uma nova classe de
farmacos, com acdo tranquilizante, as 1,4—benzodiazepinas, possuidoras de agdo semelhante
sobre 0 SNC (STERNBACH, 1983). O préximo avanco foi dado por Leo Sternbach que, em

1958, apresentou uma patente para o clordiazepdxido (Librium®), medicamento que, com 0s
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seus congeéneres, as benzodiazepinas, iriam tornar-se 0 maior sucesso da historia da industria
farmacéutica. A comercializacdo comecou em 1960 (CHASTE, 1995). Em 1963, foi langado
o diazepam (Valium®), que recebeu autorizacdo de introducdo no mercado somente no dia 1
de abril de 1964 (ROCHE, 2010).

No Brasil, 0 consumo anual de benzodiazepinicos é, em média, de 2,15% (uma vez ao
ano) e de 1,22% (Gltimos 30 dias). Entre os benzodiazepinicos, o diazepam € o mais utilizado
(MINISTERIO DA JUSTICA DO BRASIL).

O diazepam, representado na figura 2 (C16H13CIN,O ou 7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-
fenil-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona), apresenta um pKa de 3,4 (KAPLAN et al., 1973;
KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988).

HaC
N

O

Cl =N

Figura 2. Férmula estrutural do diazepam. Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Diazepam

O diazepam é metabolizado pelo citocromo P450, através das enzimas 3A4, 2C8 e
2C9, que promovem N-demetilacdo, produzindo, assim, um metabdlito ativo, o nordiazepam.
Esse, por sua vez, € hidroxilado, formando oxazepam, que sofre imediata glicuronidacéo
através de um processo de conjugacdo. H4, ainda, a possibilidade de hidroxilizacdo do
diazepam pelo Citocromo P-450, 3A4, formando o temazepam, que possui atividade
metabolica de menor intensidade. Esses metabolitos exibem limitada atividade farmacologica,

uma vez que sao rapidamente conjugados e excretados (MORGAN et al., 2002).

Os benzodiazepinicos atuam seletivamente como agonistas nos receptores do
neurotransmissor GABA (acido gama-aminobutirico), mais especificamente na subunidade

GABA-A, que medeia a transmissdo sinaptica inibitoria em todo o sistema nervoso central
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(SNC) (GAILLARD et al., 2006; SIGEL; STEINMANN, 2012). Os benzodiazepinicos
intensificam a agdo do GABA ao facilitar a abertura dos canais de cloreto, promovendo a
hiperpolarizacdo das células onde atuam (GILMAN; GOODMAN, 2001; KATZUNG et al.,
2009).

Esses farmacos, do qual faz parte o diazepam, ligam-se especificamente a um local
desse receptor, distinto de onde se liga 0 GABA, e atuam alostericamente, aumentando a
afinidade do GABA pelo receptor, tal como se mostra na figura 3 (RANG; DALE, 2008;
SIGEL; STEINMANN, 2012).

Benzodiazepinicos GABAe
antagonistas

Flumazenil s
\\ / Penicilina

Furosemida - ( " __— Barbituricos

Glicocorticoides

\ A .
Picrotoxina

Figura 3. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo do diazepam. Fonte:
http://www.ufpi.br/subsiteFiles/lapnex/arquivos/files/Farmacologia%20da%20neurotransmissao%20gabaergica
%20e%20glutamatergica.pdf

Em cérebros de embrides de zebrafish padrdo espacial e temporal da expressdo de
GABA foi determinado por meio de técnicas de imunohistoquimica. O GABA ¢ distribuido
em regides, como nucleo telencefalico, o diencéfalo ventral e o mesencéfalo do sistema
nervoso embrionario do zebrafish. Além disso, 0 numero de neurdnios marcados aumenta
durante o desenvolvimento (DOLDAN et al., 1999). Da mesma forma, o padréo de expressao
GABA foi investigado na retina e no nervo optico do zebrafish (Danio rerio) durante o
desenvolvimento embrionario, sendo GABA altamente conservado neurotransmissor da retina
(CONNAUGHTON et al., 1999; JULIE et al., 1994).
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1.4. Fluoxetina

A fluoxetina foi descrita pela primeira vez na literatura cientifica como
Lilly 110140 (na forma cloridrato), um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina. No
inicio da década de 1970, comegaram a surgir evidéncias do papel da serotonina (5-
hidroxitriptamina, ou 5-HT) na depressdo. Estudos revelaram o hidrocloreto de fluoxetina, um
inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina (Prozac®; Eli Lilly) (WONG et al. 1974, 1995,
2005).

Os ISRSs sdo consumidos em larga escala. De acordo com dados da ANVISA, de
2009 a 2011, no Distrito Federal, o consumo de fluoxetina, substancia indicada para episédios
de depressdo maior, transtorno obsessivo compulsivo, bulimia nervosa e ansiedade, teve um
aumento de 83% (ZIGMOND et al., 1999; FUCHS; WANNMACHER, 2010).

A fluoxetina, cujo nome IUPAC é N-metil-3-fenil-3-[4-
(trifluorometil)fenoxi]propano-1-amina possui formula molecular C17H18F3NO e peso

molecular de 309.32613g/mol esta representado na figura 4.

CF3

H3C <
NoOH©

Figura 4. Férmula estrutural da fluoxetina. Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Fluoxetina

A fluoxetina é extensivamente metabolizada no figado a norfluoxetina. O metabolismo
é mediado principalmente pelas isoenzimas do citocromo P450: CYP2D6 e CYP2C9, com
uma moderada contribuicdo da isoenzima CYP2C19e com uma pequena contribuicdo

da CYP3A4. Essa metabolizacdo leva a formacdo dos enantiomeros R- e S- da norfluoxetina,
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com o0 S-enantiomero, considerado tdo ativo quanto o farmaco original (HIEMKE;
HARTTER, 2000; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

Os ISRSs atuam inibindo o transportador de serotonina (SERT) (Figura 5) responsavel
pela recaptacdo de serotonina pelo neurdnio pré-sinaptico. Isso aumenta a quantidade de
serotonina  disponivel na  sinapse, levando a umaumento global da
neurotransmissdo serotoninérgica no SNC (RANG; DALE, 2008).

Serotonina -_ l Mol

I@ Antidepressivos triciclicos

(ATC) Inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina

VMAT — (ISRS)
Receptor 5HT 4 GHT. :
(autqjeceptor ) 5-hidroxindol

acetaldeido

Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de acéo da fluoxetina. Fonte:
http://www.ufpi.br/subsiteFiles/lapnex/arquivos/files/Farmacologia%20da%20neurotransmissao%20serotoniner
gica%?20e%20adrenergica%20central.pdf

1.5. Zebrafish

O zebrafish (Danio rerio), conhecido como peixe-zebra ou paulistinha (Figura 6), é
um pequeno teledsteo tropical de agua doce, pertencente a familia Cyprinidae, de origem
asiatica (ARUNACHALAM et al., 2013; ENGESZER et al., 2007). Desde o inicio do século
XX, o zebrafish vem sendo utilizado como modelo animal para pesquisas em diversas areas
do conhecimento, dentre elas fisiologia, toxicologia, genética, cardiovascular, embriologia,

metabolismo, oncologia, 0 que se justifica em razdo da homologia genética com seres
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humanos (HOWE et al., 2013). O modelo apresenta a complexidade de um animal vertebrado
e a simplicidade de reproducdo em larga.

Figura 6. Zebrafish. Fonte: http://www.aquarioepeixes.com.br/peixesornamentais/wp-
content/uploads/2010/10/zebrafish.jpg

O zebrafish tem sido utilizado também como modelo nas neurociéncias, em estudos
sobre doencas neurodegenerativas, comportamento e testes de candidatos a farmacos
(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 0s neurotransmissores classicos dos vertebrados (MUELLER et al., 2004) e o
sistema neuroenddcrino exibe resposta robusta ao estresse (ALSOP; VIJAY AN, 2009).

Dessa forma, o zebrafish pode ser considerado um excelente modelo para estudos de
estresse, pois 0 eixo hipotadlamo-hipofise-interrenal estd bem caracterizado (ALSOP;
VIJAYAN, 2009; FUZZEN et al., 2010; BLASER; GERLAI, 2006; EGAN et al., 2009;
GRIFFITHS et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar se o diazepam e a fluoxetina séo capazes de interferir na resposta ao estresse
agudo em zebrafish.

2.2. Objetivos especificos

Verificar se o diazepam, em diferentes concentracOes, interfere nas concentragdes

corporais de cortisol em resposta a estresse agudo.

Verificar se a fluoxetina, em diferentes concentragdes, interfere nas concentragdes de

cortisol em resposta a estresse agudo.
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Esse capitulo foi escrito de acordo com as normas da Revista PLoS ONE, onde foi
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Introduction

The presence of pharmaceutical drugs in the aquatic environ-
ment is a significant concern to regulatory agencies because these
drugs could affect both the human population and aquatic
ecosystems. Benzodiazepines and selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRIs) are present in wastewater effluent and are
neither cleared nor photobleached after treatment of the effluents
[1-3]. The environmental concentrations of these drugs range
from 0.04 to 0.88 pg/L for diazepam [4—6] and 0.012 10 1 pg/L
for fluoxetine [4,7-10]. Benzodiazepines and SSRIs exert anxio-
lytic effects and can interfere with neuroendocrine stress axis
activity [11-14]. Although these drugs have been detected in an
extensive variety of environments, there is little information
regarding the effects of these compounds in living organisms [15].

The stress response system helps the individnals to deal with
adverse conditions [16]. For instance, increases in cortisol levels
during stress can lead to hyperglycemia, which could provide
energy for defensive actions [17-19], and also participate of the
osmoregulation processes in fish [20]. Thus, the harmful effects of
pollutants on the fish stress response can adversely affect their
survival [21-22], since both drugs can interfere with stress
response in humans [23-25]. In this context, we hypothesized
that the concentrations of diazepam and fluoxetine in the
environment can interfere with the stress response in fish. We
tested this possibility using zebrafish (Danio rerio) as the
experimental model. This fish species has many advantages as a
model organism because of its easy handling and maintenance as
well as its genetic homology with humans [26-28]. Recent studies

PLOS ONE | www.plosone.org

have reinforced the use of the zebrafish model for stress research

[28-35].
Materials and Methods

Ethical note

This study was approved by the Ethics Commission for Animal
Use (CEUA) at Universidade de Passo Fundo, UPF, Passo Fundo,
RS, Brazi (Protocol #7/2013-CEUA) and met the guidelines of
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal
[CONCEA).

Animals

A stock population of 1188 mixed-sex, adult wild-type zebrafish
(Dania rerio) of the short-fin (SF) strain were held in 2 tanks with
constant acration and equipped with biological filtering under a
natural photoperiod (approximately 14 h light: 10 h dark). Water
was maintained at 26£2°C and pH 7.0£0.25, with dissolved
oxygen levels at 6.5+0.4 mg/L, total ammonia levels at 0.01 mg/
L, total hardness at 6 mg/L, and alkalinity at 22 mg/L CaCOy.

Experimental design

For each test substance (fluoxetine or diazepam), fish from the
stock  population 32 glass  aquaria
(30x30x30 cm, six fish per tank), acclimatized for seven days
and fed with commercial food flakes (TetraMin, Tetra, Melle,
Germany). Twenty-four hours later, fish were exposed to the test
substance for 15 minutes. Animals were then submitted to a stress
stimulus, consisting of chasing fish with a net for two minutes was

were  distributed  in
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applied [30], and sampled after 0, 15, 60 and 240 minutes for
whole body cortisol analysis (Fig. 1). Similarly, groups were
submitted to test substance without stress test (sampled at the same
time points), aiming to evaluate an eventual stress effect of the
substance per se. A basal situation, i.c. without drug exposure and
stress test was performed as control.

This setup was replicated 3 times. For whole-body cortisol
determination, pools of 2 fish (to obtain approximately 0.5 g of
tissue) were examined, with a total of 6 poals of 2 fish for each
treatment and time point.

Diazepam (Unido Quimica, 5 mg/ml) was used at the following
three concentrations: .88 pg/L, which is the highest detected
environmental concentration [5]; 16 pg/L, which is 10% of the
concentration that promotes behavioral effects; and 160 pg/L,
which is the concentration with reported effects in zebrafish
behavior [36].

Fluoxetine (Daforin EMS, oral solution, 20 mg/ml.) was tested
at concentrations of 1 pg/L [7], 25 pg/L and 50 pg/L (25 and 50

times the environmental concentration, respectively).

Cortisol extraction and analysis

Fish were captured and immediately frozen in liquid nitrogen
for 10-30 s, followed by storage at —20°C until cortisol extraction.
Whole-body cortisol was extracted using the method described by
Oliveira et al. [30]. The accuracy was tested by calculating the
recoveries from samples spiked with known amounts of cortisol
(50, 25 and 12.5 ng/mL). The mean detection of spiked samples
was 94.3%. All of the cortisol values were adjusted for recovery
with the following equation: cortisol value = measured value x
1.0604.

Tissue extracts were resuspended in 1 mL PBS, and whole-body
cortisol levels were measured in duplicate for each extraction using
a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay kit
(EIAgen CORTISOL test, BioChem ImmunoSystems). This kit
was fully validated for zebrafish tissue extracts using the
methodology described by Sink et al. [37]. Precision was tested
by performing 12 repeated assays on scven randomly chosen
samples on the same 96-weel plate and calculating the ntra-assay
cocfficient of variation (CV). Reproducibility was tested by
assaying the same samples on different plates and calculating the
mter-assay CV. To test for linearity and parallelism, the tissue
extracts underwent serial dilutions in the buffer provided with the
kit. A strong positive correlation between the curves was observed
(R*=0.9108), and it was determined that the samples had low
inter- and intra-assay CV values (7-10% and 5-9%, respectively).

Stress stumulus
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Statistics

Homogeneity of variance was determined using Hartley’s test,
and normality was determmed using the Kolmogorov-Smirnov
test. Whole-body cortisol concentrations were compared using a
two-way ANOVA, with drug concentration and time after the
stressor as the independent variables, followed by a Bonferroni
post-test. Differences with p values <0.05 were considered to be
statistically significant.

Results

There were a significant interaction between drug concentration
and time after stress induction P<<0.0001; Fsy; =9.086). Fish
exposcd to 16 ng/L of diazepam and submitted to the acute stress
test (Fig. 2) had a reduced cortisol response to an acute stressor at
15 and 240 minutes after stress. Any effect on cortisol profiles were
detected on the time course curve, in fish exposed only to
diazepam without acute stress test.

For fluoxetine ecxposurce (Fig. 3), we found a significant
mteraction between drug concentration and time after stress
induction (P<<0.0001; F5 0, =7.492). Exposure only to the three
fluoxetine concentrations did not cause any effect on whole-body
cortisol while the combmation of drug exposure and stress test
resulted in an impaired cortisol response to an acute stressor at 15
minutes compared to the stressed only fish, with the highest
concentration (50 pg/L) causing the strongest inhibitory effect.
However, these fish (Flu 50 pg/L+stress group) had lower pre-
stress concentrations compared to groups Flu 1 pg/L4stress and

25 pg/Lstress.

Discussion

We show that acute exposure to diazepam and fluoxetine
diluted in water impair the stress axis function, as drug-exposed
fish had lower cortisol levels than control fish when exposed to an
acute stress test. Both benzodiazepines and SSRIs possess
anxiolytic activity [2,14,25,36], and it is reasonable to suggest
that these deleterious effects on the stress axis were related to a
central action of these drugs.

The mechanism by which these drugs reduce the stress responsc
may be directly related to the hypothalamus and/or pituitary
gland, likely without the involvement of interrenal tissue. The
serotonergic system of the brain plays a key role in autonomic,
neuroendocrine and behavioral mtegration of the stress response
in fish as well as mammals [38]. Benzodiazepines have been shown
to influence the activity of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis

Acchmation | test s\lb;t;mcel I l y/d I
0 15° 30 75 255
Sampling Sampling Sampling Sampling
time 0 time 15° time 60° tame 240°

Figure 1. Schematic view of the experimental design of the study. The test substance refers to the control (no substance), diazepam (0.88,

16, or 160 pg/L) or fluoxetine (1, 25 or 50 pg/l).
doi:10.1371/journal.pone.0103232.g001
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Figure 2. Whole-body cortisol concentrations in zebrafish to diazepam followed by an acute stress test and respective controls. The
values are expressed as the mean * standard error of mean. Different small letters indicate significant group differences in each sampling time.

doi:10.1371/journal.pone.0103232.g002

in humans by reducing basal adrenocorticotropic hormone
(ACTH) and cortisol release after acute administration [39—41].

Our results showed that only the mtermediate concentration of
diazepam (16 pg/L) altered cortisol levels after stress mduction.
Other concentrations did not affect the cortisol stress response,
demonstrating that the concentraton of diazepam i the
environment  [5] was insufficient to impair the stress axis.
Surprisingly, the highest concentration used (160 pg/L) did not
alter cortisol response, suggesting diazepam may have a U-shaped
dose-response curve similar to the effects of alcohol on fish
behavior [30,39] and stress response [42]. Similar curve pattern
was found in cortisol cffects on human memory [43].

However, acute exposure to all of the tested concentrations of
fluoxetine impaired the cortisol response to acute stress, including
the concentration identified in the environment (1 pg/L).

Although the anxiolytic effect exerted by diazepam and
fluoxetine is well understood, the exact mechanisms by which
these drugs block the biological response of cortisol in response to
stress are still unclear. A fish with an impaired stress response loses
its ability to maintain homeostasis against stressors by reducing the
ability to promote ionic, metabolic and behavioral adjustments
necessary for the stress response [22,31-33]. A fish unable to
display a normal cortisol response shows a reduced ability to
respond to ongoing challenges posed by aquaculture [40].
Additionally, increased activity and boldness as well as reduced
sociability in zebrafish that came in contact with these substances
may also increase the risk of predation [41,44], making the
consequences of environmental contamination with these drugs
difficult to predict.

e Flu50+5t == Stress

Flul+5t

Flu25+5t
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50+
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=
o
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Sampling moments after acute stress test

Figure 3. Whole-body cortisol concentrations in zebrafish to fluoxetine followed by an acute stress test and respective controls. The
values are expressed as the mean * standard error of mean. Different small letters indicate significant group differences in each sampling time.

doi:10.1371/journal.pone.0103232.g003
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The effects of diazepam and fluoxetine on cortisol levels have
been previously reported in other species. For example, diazepam
has been shown to decrease plasma cortisol levels, especially in
humans experiencing stress [45]. Another study in elephant seals
(Mirounga angustirostris) found that when animals were sedated
with a combination of drugs ([tiletamine hydrochloride 50 mg/
ml., zolazepam hydrochloride 50 mg/mL], ketamine, and diaz-
cpam) in the field, they did not exhibit a cortisol stress response.
The use of this drug combination appears to decrease the
responsiveness of the animals to handling and subsequent stress
[46]. A similar result was observed i a study with Weddell seals
(Leptonychotes weddellii), as treatment with diazepam improved
the cortisol response of handled animals [47]. With regard to
fluoxetine, chronic exposure to this drug decreased the cortisol
levels in zebrafish in the novel tank test [28,29]. Therefore, despite
the differences in protocols and models, we have shown for the first
tme that animals exposed to either diazepam or fluoxetine diluted
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in water have a blunted cortisol response when exposed to a highly
stressful situation.

Our results highlight that the presence of anxiolytic drugs in
aquatic ccosystems may promote ecologically important but
undervalued effects. It is imperative that new testing protocols
be developed to examine the environmental impact of waste
pharmaceuticals on fish and other aquatic life. Together with
previous research, our data indicate that zebrafish are sufficient
model organisms for studying pharmaceutical pollutants and their
impact on the environment.
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4. DISCUSSAO

NOs mostramos que a exposicao aguda a diazepam e a fluoxetina diluidos em agua
prejudica a funcdo do eixo de estresse, tendo em vista que 0s peixes expostos aos farmacos
apresentaram niveis de cortisol mais baixos do que os peixes de controle quando expostos a
um teste de estresse agudo. Benzodiazepinicos e ISRSs possuem atividade tipo-ansiolitica
(CURTIS et al., 1997; BENCAN et al., 2009; GEBAUER et al., 2011; BRODIN et al., 2013).
E possivel sugerir que esses efeitos deletérios sobre o eixo de estresse estavam relacionados a
uma acdo central dos farmacos. O mecanismo pelo qual esses farmacos reduzem a resposta ao
estresse pode estar diretamente relacionado com o hipotdlamo e/ou com a hipdfise,
provavelmente sem o envolvimento do tecido interrenal. O sistema serotoninérgico do cérebro
desempenha papel-chave nos sistemas autonémico, neuroenddcrino e de integracdo
comportamental da resposta ao estresse no peixe, da mesma forma que nos mamiferos
(WINBERG et al., 1997). Estudos revelam que a exposicdo aguda aos benzodiazepinicos
influencia a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal em seres humanos, reduzindo
concentracdes basais do hormonio adrenocorticotroéfico (ACTH) e de cortisol (DUGATKIN,
1992; BRODEUR et al., 1997; GERLAI et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram que apenas a concentracdo intermediaria de
diazepam (16 pg/L) alterou os niveis de cortisol apds a inducdo do estresse. As demais
concentragfes de diazepam ndo afetaram os niveis de cortisol frente a resposta ao estresse.
Isso demonstra que a concentracdo de diazepam no ambiente (TERNES et al., 2001) ndo foi
suficiente para prejudicar o eixo de estresse. Surpreendentemente, a concentracdo maxima
utilizada (160 pg/L) nédo alterou a resposta de cortisol, revelando uma curva de dose-resposta

em “forma de U”, semelhante aos efeitos do alcool sobre o comportamento (GERLALI et al.,
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2000; OLIVEIRA et al., 2013) e a resposta de estresse (BARRETO;VOLPATO, 2004) em
peixes. Curva padréo similar foi encontrada em efeitos do cortisol sobre a memdria humana
(SCHILLING et al., 2013).

No entanto, a exposicdo aguda a todas as concentracdes testadas de fluoxetina
prejudicou a resposta de cortisol ao estresse agudo, incluindo a concentracédo identificada no
ambiente (1 pg/L). Embora o efeito ansiolitico exercido pelo diazepam e pela fluoxetina seja
bem entendido, 0os mecanismos exatos pelos quais esses farmacos bloqueiam a resposta
bioldgica de cortisol frente ao estresse ainda ndo sdo claros. Um peixe com uma resposta de
estresse prejudicada perde a sua capacidade de manter a homeostase contra estressores,
reduzindo, com isso, a capacidade de promover ajustes idnicos, metabolicos e
comportamentais necessarios para a resposta ao estresse (BARCELLOS et al., 2007; 2010;
2011; CERICATO et al., 2009). Um peixe incapaz de exibir uma resposta normal de cortisol
mostra reducdo na capacidade de responder aos desafios colocados pela aquicultura em curso
(BRODEUR et al., 1997). Além disso, 0 aumento da atividade e da ousadia, bem como a
reducdo da sociabilidade em zebrafish, induzidos pelo contato com essas substancias, também
podem aumentar o risco de predacdo (DUGATKIN, 1992; KRAUSE; RUXTON, 2002),
fazendo com que as consequéncias da contaminacdo ambiental com esses farmacos sejam
dificeis de prever.

Os efeitos do diazepam e da fluoxetina sobre os niveis de cortisol foram previamente
relatados em outras espécies. Por exemplo, tem sido demonstrado que o diazepam diminui 0s
niveis de cortisol plasmaticos, especialmente em seres humanos expostos ao estresse
(POMARA et al., 2005). Outro estudo em elefantes-marinhos (Mirounga angustirostris)
mostrou que animais sedados com uma combinacdo de drogas ([cloridrato de tiletamina 50
mg/ml, cloridrato de zolazepam 50 mg/mL], cetamina e diazepam) ndo exibiram resposta de

cortisol ao estresse. A utilizacdo dessa combinacdo de farmacos parece diminuir a



28

responsividade dos animais a manipulacdo e ao estresse subsequente (CHAMPAGNE et al.,
2012). Resultado semelhante foi observado num estudo com focas de Weddell (Leptonychotes
weddellii), em que o tratamento com diazepam melhorou a resposta do cortisol dos animais
tratados (HARCOURT et al., 2010). No que diz respeito a fluoxetina, a exposic¢éo crénica a
esse farmaco diminuiu os niveis de cortisol em zebrafish no teste de tanque novo (EGAN et
al., 2009; CACHAT et al., 2010). Portanto, apesar das diferencas nos protocolos e nos
modelos, mostramos pela primeira vez, que animais expostos ao diazepam ou a fluoxetina
diluidos em agua tém uma resposta de cortisol embotada, quando expostos a uma situacao

altamente fatigante.
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5. CONCLUSAO

O diazepam e a fluoxetina, quando presentes no ambiente aquéatico, provocam inibicao
da elevacdo de cortisol em resposta ao estresse. A presenca desses psicofarmacos em
ecossistemas aquaticos pode promover efeitos ecologicamente importantes, mas
subvalorizados. E de extrema importdncia que novos protocolos de ensaio sejam
desenvolvidos para analisar o impacto ambiental de residuos farmacéuticos em peixes e em
outros organismos aquaticos. Corroborando resultados de pesquisas anteriores, nossos dados
indicam que o zebrafish € um organismo modelo que permite estudar poluentes

farmacoldgicos e seu impacto sobre 0 meio ambiente.
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