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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

Risperidona diminui a resposta ao estresse em peixe-zebra (Danio rerio)

Autor: Renan Idalencio
Orientador: Leonardo José Gil Barcellos
Passo Fundo, 30 de Julho de 2015

A contaminagdo de recursos hidricos sejam eles efluentes municipais ou aguas de
superficie, por farmacos e/ou seus metabolitos, tem sido relatada desde a década de 70,
colocando em risco a populagdo usudria desses recursos assim como o habitat aquatico.
A risperidona, um antipsicotico atipico, usada para o tratamento de pacientes com
esquizofrenia, psicoses, Alzheimer e autismo, foi encontrada nas aguas residuais na
concentragdo ambiental de 0,00034ug/L. Este medicamento possui poder ansiolitico e
antidepressivo porém até o desenvolvimento deste experimento nao se sabia ao certo se
poderia estar de alguma forma interferindo no sistema neuroendocrino de estresse dos
peixes. A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (HPI) e consequente elevacao
do cortisol nos peixes ocorrem quando em contato a um agressor, seja ele predador,
reducdo de oxigénio ou contaminagdo por farmacos. No zebrafish a resposta ao estresse
apresenta similaridade aos dos vertebrados terrestres no que envolve consumo e
transferéncia de oxigénio, mobiliza¢cdo de energia, crescimento, reproducao e efeitos nas
fungdes imunes. O zebrafish foi utilizado devido ao seu rapido crescimento e facilidade
de manutenc¢do, assim como sua homologia com seres humanos, crescentes estudos com
toxicologia, farmacologia e comportamento. O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratdrio de Fisiologia de Peixes, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAMV), Universidade de Passo Fundo (UPF), avaliou primeiramente os niveis de
cortisol frente a cinco diferentes concentracdes (0,00034, 85, 170, 340 e 680ug/L) de
risperidona e em quatro diferentes tempos (-15, 15, 60 e 240’), com exposicao aguda
ao farmaco (15’). Como resultado constatou-se que a presenca da risperidona na agua
interfere no eixo HPI na concentracdo de 170ug/L no tempo de 15 minutos apos
estresse, dando continuidade entdo para a segunda parte do experimento onde o
comportamento do zebrafish foi avaliado na concentracdo de efeito. Os paradmetros
observados foram a distancia percorrida, a velocidade média, o angulo absoluto de virada,
o nimero de cruzamentos entre os compartimentos inferior, médio e superior e o tempo
de permanéncia nos compartimentos inferior, médio e superior. No teste de
comportamento os animais permaneceram maior tempo no fundo comparando estresse
com estresse mais risperidona, podendo ser considerada, a risperidona, um ansiolitico.

Palavras-Chave: cortisol, zebrafish, estresse, antipsicoticos, risperidona.



xii

ABSTRACT

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

Risperidone decrease the stress response in zebrafish (Danio rerio)

Autor: Renan Idalencio
Orientador: Leonardo José Gil Barcellos
Passo Fundo, 30 de Julho de 2015

Contamination of water resources be they municipal wastewater or surface water, by
drugs and their metabolites have been reported since the 70s, endangering the user
population of these resources as well as the aquatic habitat. Risperidone, an atypical
antipsychotic used to treat patients with schizophrenia, psychosis, Alzheimer's disease
and autism found in wastewater in environmental concentration 0,00034pg/L. This drug
possesses anxiolytic and antidepressant power but to the development of this experiment
are not sure if it could be somehow interfering with the neuroendocrine system of fish
stress. The activation of the hypothalamic-pituitary-interrenal axis (HPI) and consequent
elevation of cortisol in fish occur when exposed to an attacker, be it predator, reduced
oxygen or contamination by drugs. In zebrafish the stress response has similarity to
those of terrestrial vertebrates in that it involves consumption and oxygen transfer, energy
mobilization, growth, reproduction and effects on immune functions. The zebrafish was
used because of its rapid growth and ease of maintenance, as well as its homology with
humans, more studies with toxicology, pharmacology and behavior. This study was
conducted at the Fish Physiology Laboratory, Faculty of Agronomy and Veterinary
Medicine (FAMV), University of Passo Fundo (UPF), first evaluated front cortisol
levels to five different concentrations (0,00034, 8, 170, 340 and 680ug/L) and
risperidone on four different times (-15, 15, 60 and 240"), with acute drug exposure
(15"). As result is found is that risperidone in the presence of water interferes with the
HPI axis at a concentration of 170pug/L in time 15 minutes after stress, continuing then to
the second part of the experiment where the zebrafish behavior was evaluated in
concentration effect. The observed parameters were the distance traveled, average speed,
the absolute angle turn, the number of intersections between the lower compartments,
secondary and higher and the length of stay in the lower compartments, secondary and
higher. In animal behavior test remained along the bottom of comparing the stress with
the stress more risperidone , can be considered , risperidone, an anxiolytic .

Keywords: cortisol, zebrafish, stress, antipsychotics, risperidone.
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1. INTRODUCAO

Em peixes-zebra a ansiedade e o estresse apresentam resposta similar aos dos
vertebrados terrestres (1). Esses eventos caracterizam-se por alteragdes comportamentais
e fisiologicas com ameaca a homeostase deste organismo (2).

A ativacdo do eixo neuroendocrino hipotdlamo-hipofise-interrenal (HPI) de
peixes e a liberacdo de corticosterdides podem ser reflexas a exposi¢ao a um agressor,
esse agressor pode ser uma alteracdo quimica na agua pela reducao de oxigénio ou
contaminac¢do por farmacos e ainda fisica como alta densidade populacional (3). Como
consequéncias a hipersecrecao de cortisol afeta o equilibrio homeostatico, refletindo no
que se refere ao crescimento, metabolismo, reprodu¢do e fun¢do imune, estes eventos
podem afetar os peixes, € sdo considerados importantes biomarcadores de poluicao
ambiental devido a grande importancia fisioldgica e endocrina (4, 5).

A presenga de contaminantes em aguas superficiais e efluentes municipais vem
sendo descrita a mais de quatro décadas, onde foram estudados os primeiros casos de
residuos de farmacos em ambiente aquatico. A contaminacdo desses recursos pode
provocar impactos tanto nos organismos aquaticos quanto na populagcdo usuaria dos
mesmos (6-16).

Os medicamentos antipsicoticos, atualmente, sdo os mais prescritas para pacientes
com distarbios psiquicos como esquizofrenia, Alzheimer, doenga bipolar e autismo,
principalmente os antipsicoticos atipicos como a risperidona, que possui uma maior
seguranc¢a em relacdo aos seus efeitos colaterais (17-20). Devido sua crescente prescri¢ao
médica, ndo se sabe ao certo a relacdo de seus residuos com o meio ambiente, e esta
preocupacao também aumenta em relagdo a contaminacao das aguas superficiais (10).

O zebrafish (Danio rerio) conhecido popularmente no Brasil como peixe zebra ou
paulistinha ¢ um pequeno peixe de esqueleto 6sseo (3-4cm), de dgua doce, que nos
ultimos anos, ganha espaco entre os pesquisadores como modelo experimental para o
estudo de numerosas doengas humanas, despertando interesse nas pesquisas de
descoberta de novos medicamentos, bem como acdo dos farmacos sobre aspectos
fisiolégicos, neuroenddcrinos e comportamentais (21-23). Pode ser considerado o
modelo animal vertebral ideal, devido a facilidade de desenvolvimento, crescimento,

agrupamento, reproducao e baixo custo (24).
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A presenca de farmacos de ocupag@o humana em aguas superficiais devido ao
descarte incorreto ou até mesmo da excrecao pelo organismo € seus impactos nos corpos
naturais de aguas ou em populagdes naturais estd em crescente investigacao,
justificando o interesse e desenvolvimento desta pesquisa que teve como principal
objetivo avaliar alteragdes nos niveis de cortisol de corpo inteiro, frente a diferentes
concentragdes do antipsicotico risperidona presentes nos tanques de teste, apds estresse
agudo, utilizando o modelo experimental zebrafish. Como atividade complementar fora
realizado um estudo de comportamento avaliando especificamente a ansiedade no mesmo
modelo experimental.

A dissertagdo esta composta por resumo, breve introdugdo ao estudo proposto e
revisdo de literatura, os resultados obtidos nos experimentos e discussoes acerca destes,
foram dispostos no primeiro capitulo que constitui um artigo cientifico intitulado
“Waterborne risperidone decreases stress response in zebrafish”, submetido para

publicacgdo no periddico Plos One.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O estresse caracteriza-se por alteracdes fisiologicas, comportamentais e
bioquimicas em consequéncia a ameaga da homeostase do organismo, frente a agdo de
estimulos intrinsecos denominados estressores, sendo a hipersecre¢ao de cortisol e
corticosterona uma das primeiras alteragdes observadas (2).

A ansiedade pode ser relacionada como comportamento frente a uma ameaga em
potencial, podendo ser a relacdo com um predador, mudangas quimicas na agua, estimulo
aversivo no ambiente ou ainda um novo ambiente (25, 26).

Em peixes-zebra a resposta ao estresse e ansiedade apresenta similaridades aos
dos vertebrados terrestres, at¢ mesmo na funcao, que envolve a estimulagdo de consumo
e transferéncias de oxigénio, mobilizagdo de substratos energéticos, diminui¢do do uso
de energia para crescimento e reproducao e principalmente efeitos supressivos de fungdes
imunes (1).

A ativacdo do eixo neuroendocrino hipotadlamo-hipofise-interrenal (HPI) e
consequentemente elevagdo do cortisol no peixe ocorre quando o contato com o agressor
acontece, podendo ser considerado como uma situagdo de estresse que, além das
alteracdes comportamentais, pode induzir respostas fisiologicas secundérias ao estresse.
Essa ativacdo pode ocorrer a partir do contato direto com o agressor, seja ele uma
alteragdo quimica na agua pela reducdo de oxigénio, contaminagdo por firmacos ou
atividade agroindustrial ou fisico como alta densidade populacional (3).

Os corticosterdides possuem importante papel nos processos homeostaticos como
crescimento, metabolismo, reproducgdo e fungdo imune, sendo que qualquer impacto no
seu eixo neuroendocrino de controle pode potencialmente afetar o animal, e devido a
esta grande importancia fisioldgica, alteracdes neste eixo sdo consideradas importantes
biomarcadores de polui¢do ambiental (4).

O peixe com uma resposta ao estresse prejudicada tem sua capacidade de elevar
o cortisol plasmatico reduzido significativamente, desta forma se torna fisiologicamente
comprometido, nao respondendo aos estressores comuns de forma adequada. Este déficit
de resposta ao estresse torna o animal mais susceptivel, e em nivel populacional, pode
interferir na taxa de sobrevivéncia (4, 5).

A resposta na alteracdo dos niveis de cortisol pode ser bloqueada ou diminuida
por acdo de toxicos que diminuem a capacidade do tecido interrenal de produzir cortisol,

ou que afetam outros pontos do eixo Hipotalamo-Hipofiso-Interrenal (HPI),



16

deixando o tecido interrenal sem o estimulo necessario para sintese deste hormonio
(27).

A contaminacdo quimica dos recursos hidricos, provocada pela presenca de
residuos de farmacos nos efluentes municipais, tem sido bastante estudada desde a
década de 70 quando foi identificada pela primeira vez (6-10, 12-15). Ha inumeros
relatos da presenca de farmacos e seus metabolitos em aguas de superficie e efluentes
municipais em diferentes paises (7-10, 12, 13, 16).

Esse tipo de contaminagdo provoca impactos negativos tanto na populagdo
humana usudria desses recursos, quanto nos organismos aquaticos que compode esses
ecossistemas e tornou-se prioridade para as agéncias reguladoras envolvidas na avaliagao
de risco humano e ecologico (6-13, 15).

A resposta ao estresse em peixes deve ser caracterizada em trés respostas, a
primaria que compreende a liberagdo massiva de catecolaminas e corticosteroides,
secundaria em que ocorre a canalizacdo das agdes e dos efeitos desses hormonios no
sangue e tecidos e terciaria em nivel de populagdo, refletindo em crescimento, reproducdo
e resposta imune (28). De acordo com (1), o cortisol ¢ o indicador mais utilizado para
avaliar estresse agudo em peixes.

Os farmacos antipsicoticos como ansioliticos, sedativos, antidepressivos e
hipnéticos estdo sendo as mais prescritas nos dias de hoje, e sua relacdo com o ambiente
pode estar comprometida. A detecg¢ao destas substancias em aguas superficiais, residuais
e subterraneas de acordo com (10), € uma crescente preocupacao.

Os antipsicoticos estdo sendo muito utilizadas para o tratamento de sintomas
psicoticos e agitagdo em pacientes com uma variedade de desordens cerebrais, como a
esquizofrenia, doenga bipolar e Alzheimer (17, 18, 20). As diferentes agdes
terapéuticas e efeitos colaterais de antipsicoticos tipicos como a clorpromazina e
haloperidol e atipicos como a risperidona, tém sido explicados baseados nas agdes de
seus receptores especificos. Antipsicéticos atipicos como a risperidona, aripiprazol,
olanzapina e quetiapina, possuem afinidade por muitos receptores incluindo,
dopaminérgicos, serotoninérgicos, muscarinicos ¢ histaminicos (19).

Segundo (29) os antipsicéticos atipicos possuem aspectos em comum como a
capacidade de promover a acdo antipsicotica em doses que nido produzam, de modo
significativo, sintomas extrapiramidais, além dessa caracteristica, esses medicamentos

incluem:
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auséncia de hiperprolactinemia; maior eficdcia nos sintomas positivos, negativos e de
desorganizagdo; e auséncia de discinesia tardia apds a administragao.

A risperidona possui mecanismo de a¢cdo desconhecido, porém acredita-se que
sua atividade seja devido a um bloqueio combinado dos receptores dopaminérgicos D2
e dos receptores serotoninérgicos S2 (5-HT:a)(antagonista dopaminérgico-
serotoninérgico), além do bloqueio dos receptores alfa 2-adrenérgicos e histaminérgicos
H1 (29).

Em um estudo com ratos, a risperidona em contraste com o haloperidol,
apresentou melhora no efeito ansiolitico (30). Outro estudo demonstrou que os
antipsicoticos atipicos (risperidona, olanzapina e quetiapina) tém sido utilizados para
tratamento de ansiedade, além do uso em psicose, justificando o efeito ansiolitico
observado apoés tratamento com olanzapina em ratos (31).

A utilizagao de zebrafish em estudo de preferéncia claro-escuro, de acordo com
(32) a risperidona modificou apenas o parametro motor com a diminui¢do do nimero de
alternancias em uma dose proxima a 0,5mg/L, onde foram testadas as doses 0,1mg/L,
0,25mg/L e 0,5mg/L. A buspirona, clordiazepdéxido e diazepam usadas em um teste de
tanque novo, onde a buspirona e o diazepam mostraram efeito ansiolitico, ao contrario do
clordiazepoxido que apresentou apenas efeito sedativo (33).

O Danio rerio conhecido popularmente no Brasil como zebrafish, peixe zebra ou
paulistinha (Figura 1), pertence a familia Cyprinidae e é um pequeno peixe teledsteo (3-
4cm), de agua doce, caracterizado por um padrdo de coloragdao baseado em listras
horizontais, claras e escuras. Vem sendo utilizado, nos ultimos anos, como modelo
experimental para o estudo de numerosas doencas humanas, toxicologia, pesquisas
transgénicas, evolucdo do genoma vertebrado, teratologia (23), mutagénese,

neurociéncias (21) e estudos farmacoldgicos e comportamentais (22).

Figura 1. Zebrafish (Danio rerio).
Fonte: Philippe Mourrain, 2007.

O zebrafish é o modelo animal vertebrado ideal, devido as varias caracteristicas

como rapido desenvolvimento, facilidade de agrupamento dos exemplares,



18

disponibilidade de aquisi¢@o e aplicabilidade, sendo sua manuten¢ao de baixo custo se
comparado a modelos experimentais tradicionais, como roedores. A transparéncia Optica
durante a embriogénese do peixe zebra facilita a deteccdo de anormalidades
morfolédgicas, além de ja& se saber seu seqiienciamento genético e possuir homoélogos em
mamiferos humanos e roedores, o que propicia um leque de possibilidades para as
pesquisas dos fenotipos produzidos por determinadas mutagdes (24).

Devido ao fato de o zebrafish atingir a maturidade sexual muito rapidamente
(trés meses) e reproduzir-se durante o ano inteiro, suas caracteristicas morfologicas e
fisiologicas, esta espécie desperta interesse em pesquisas para acelerar o processo de
descoberta de novas drogas, bem como estudar mecanismos de a¢ao dos farmacos sobre

aspectos fisioldgicos e comportamentais (34).
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Abstract

The presence of drugs and their metabolites in surface waters and municipal effluents
has been reported in several studies, but its impacts on aquatic organisms are not yet well
understood. This study investigated the effects of acute exposure to the antipsychotic
risperidone on the stress and behavioral responses in zebrafish. It became clear that
intermediate concentration of risperidone inhibited the hypothalamic-pituitary-interrenal axis
and displayed anxiolytic-like effects in zebrafish. The data presented here suggest that the
presence of this antipsychotic in aquatic environments can alter neuroendocrine and behavior

profiles in zebrafish.

Key words: behavior, cortisol, zebrafish, stress, antipsychotic, risperidone.
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Introduction

The contamination of water resources like natural water bodies or urban effluents by
pharmaceutical drugs and/or its metabolites has been reported since the 1970’s, consequently
increasing the concern with health consequences for human population as well as for the aquatic
life [1-9]. Risperidone, an atypical antipsychotic, has high affinity for serotonin type 2 (5-HT>)
and dopamine type 2 (D2) receptors. This drug is widely used for the treatment of schizophrenia
and bipolar disorder. In people with schizophrenia in maintenance treatment, risperidone
induces relatively few extrapyramidal syndromes (EPS), especially less akathisia and tremor,
as compared to typical antipsychotic haloperidol. As expected, due to its high prescription rates
and off-label uses [10-13], risperidone has been detected in urban water wastes [3].

The activation of the hypothalamus-pituitary-interrenal (HPI) axis and the consequent
cortisol elevation is an important reaction of the organism against physical stressors, predator
encounters, and chemical stressors such as drug contaminations, aiming to restore the
homeostasis [14-18] with generalized effects in metabolism, growth, immune system and
osmoregulation processes [19-21]. Thus, pollutants that interfere with the fish stress response
can adversely affect their survival [22-23].

We hypothesized that risperidone residues, due its central effects, might alter the
functioning of the stress neuroendocrine axis, impairing the general response of the fish residing
in contaminated water bodies. We tested our hypothesis using zebrafish (Danio rerio) as the
experimental model, since this species presents many advantages such as easy handling and
maintenance as well as shows high genetic homology with humans [24-26]. Several recent

studies have reinforced its use as an organism model for stress research [26-32].

Materials and Methods

Ethical note

This study followed the guidelines of Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA) and was approved by the Ethics Commission for Animal
Use (CEUA) at Universidade de Passo Fundo, UPF, Passo Fundo, RS, Brazil (Protocol # 7/2013
— CEUA). The use of this method was justified to avoid potential confounding factors while

interpreting data regarding the effects of risperidone on the stress response axis.
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Animals

A population of approximately 500 mixed-sex, adult wild-type zebrafish (Danio rerio)
short-fin (SF) strain, weighing 0.7 to 0.9 g were held in glass aquaria with constant aeration 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, with dissolved oxygen levels at 6 = 0.5
mg/L, total ammonia levels at 0.01 mg/L, total hardness at 6 mg/L, and alkalinity at 22 mg/L

CaCO;. Behavioral testing was performed during the afternoon.

Experiment 1 — acute stress challenge

Zebrafish were distributed in 36 glass aquaria (30 x 30 x 30 cm, six fish per tank),
acclimatized for seven days and fed with commercial food flakes (Tetra Min, Tetra, Melle,
Germany). Twenty-four hours later, fish were exposed to risperidone for 15 minutes. Fish were
then stressed by chasing them with a net for two minutes [28], and sampled after 0, 15, 60 and
240 minutes for whole-body cortisol analysis. Similarly, groups of fish were exposed to
risperidone without stress (sampled at the same time points), aiming to evaluate an eventual
stress effect of the risperidone per se. A basal situation, i.e. without drug exposure and stress
test was performed as control. We used five risperidone concentrations (with or without stress)
plus the controls (with or without stress). Thus, we have 12 glass aquaria with six fish each. We
repeated this setup 3 times, using two fish from each aquaria in each replication, totalizing a
final sample of 6 fish (n=6).

Risperidone (Risperidon, 1 mg/mL, Laboratério EMS, Hortolandia, SP) was used in
five concentrations: 0.00034 ng/L, 85 png/L, 170 pg/L, 340 pg/L and 680 pg/L. The lower
concentration was already detected in the environment [3] while the highest concentration was
calculated based on the concentration that produced effect zebrafish behavior [33]. The
environmental concentration was then multiplied by 250,000, 500,000, 1,000,000 and
2,000,000 to reach the intermediate concentrations of 85, 170, 340 and 680 pg/L, respectively.

Experiment 2 — novel tank test

We performed a behavioral test (novel tank test [26, 27]) using risperidone at the

concentration of 170 pg/L, which impaired cortisol response in experiment 1 (see results

section, Fig.1). For this purpose, 24 zebrafish not exposed in the experiment 1, were distributed
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in four groups: (1) control (no exposure to risperidone, no stress), (2) risperidone exposed, (3)
stress and (4) risperidone exposed + stress. After 15 min of exposure, fish were individually
transferred to the novel tank (4 x 20 x 20 cm) and video recorded for 5 minutes, 15 min after
stressor application. The videos were then analyzed using AnyMaze® video tracking system
(Stoelting, CO, USA) and the following parameters were analyzed: total distance (m), mean
speed (m/s), absolute turn angle, number of crossings between different compartments of the

tank (upper, middle and bottom) and the time spent in upper, middle and bottom compartments.

Procedures — whole-body 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. [28]. Tissue extracts were resuspended in 1mL PBS, and whole-
body cortisol levels were measured in duplicate for each extraction using a commercially
available enzyme-linked immune sorbent as say kit (EIAgen CORTISOL test, Bio Chem
Immuno Systems). This kit was fully validated for zebrafish tissue extracts using the

methodology described by Sink et al. [34].

Statistics

Whole-body cortisol levels were analyzed by three-way Analysis of Variance
(ANOVA) with treatment, stress and sampling time as the independent variables, followed by
two-way ANOVAs restricted to each stress condition. Differences at each time point were
analyzed by Bonferroni post-hoc test. Behavioral parameters were analyzed by two-way
ANOV As with treatment and stress as the independent variables, followed by Tukey’s multiple
range post-hoc test. For both data sets, the homogeneity of variance was determined using
Hartley’s test, and normality was determined using the Kolmogorov-Smirnov test. Data were

expressed as means + standard error of mean (S.E.M). Significance level was set at p<0.05.
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Results

Experiment 1 — acute stress challenge

The acute stress protocol increased cortisol levels in zebrafish. There was a significant
interaction among treatment, stress and time. Zebrafish exposed to 170 mg/L of risperidone and
submitted to the acute stress test had a reduced cortisol response to an acute stressor at 15, 60
and 240 minutes after stress (Fig. 1). Significant effects were observed in the analysis restricted
to non-stressed animals, but cortisol levels in these groups are within the normal range reported

in the literature. Table 1 summarizes the results yielded by the statistical analysis.

Fig. 1. Whole-body cortisol concentrations in zebrafish exposed to risperidone followed
by an acute stress test and respective controls.

The values are expressed as the mean + standard error of mean of 5-6 fish. Different small
letters indicate significant group differences in each sampling time. The insert shows graphical
demonstration of U-shaped dose response curve at the time of cortisol peak. S- and S+ refer to
non-stressed and stressed fish, respectively.

Table 1. Results of analysis of variance (ANOVA) for cortisol levels

Analysis Effects F-value DF P-value
Treatment 29.650 5,233  0.0001
Stress 421.812 1,233  0.0001
Time 165.849 3,233  0.0001
3-way ANOVA Treatment x stress 16.413 5,233  0.0001
Treatment X time 5.598 15,233 0.0001
Stress x time 169.065 3,233  0.0001
Treatment X stress x time 6.667 15,233 0.0001
Treatment 16.687 5,116  0.0001
2-way ANOVA: S- Time 10.144 3,116  0.0001
Treatment X time 6.355 15,116 0.0001
Treatment 23401 5,117 0.0001
2-way ANOVA: S+ Time 188.867 3,117  0.0001
Treatment X time 5.792 15,117 0.0001

The table summarizes the main effects of and the interaction between treatment,
stress and time, as well as the restricted ANOVAs to each stress condition. DF

refers to degrees of freedom. Significant effects (p<0.05) are given in bold font.
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Experiment 2 — novel tank test

Figure 2 shows the effects of risperidone (170 pg/L) in the novel tank test. A significant
main effect of treatment was observed for time in the bottom and upper, and a significant
interaction between treatment and stress was observed for time in the upper. Table 2
summarizes the results yielded by the statistical analysis for each behavioral parameter
evaluated. Post hoc analysis revealed that risperidone increased time spent in the upper in
stressed fish. Total distance, mean speed, absolute turn angle, and number of crossings did not

differ among experimental groups.

Fig. 2. Behavioral parameters of zebrafish in the novel tank test followed by an acute
stress protocol.

Total distance (A), mean speed (B), crossings between compartments (C), absolute turn angle
(D), time spent in the bottom (E), and time in the upper (F). The data are expressed as the mean
+ standard error of mean of 5-6 fish. *=p<0.05 compared to Risp 0, S- group; *=p<0.05

compared to Rips 0, S+ group. S- and S+ refer to non-stressed and stressed fish, respectively.
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Table 2. Results of analysis of variance (ANOVA) for the behavioral tests

Dependent variable Effects F-value DF P-value
Total distance Treatment 0.302 1,19 0.589
Stress 0.103 1,19 0.751
Treatment X stress 0.405 1,19 0.532
Crossings Treatment 0.175 1,19 0.680
Stress 0.084 1,19 0.775
Treatment X stress 0.637 1,19 0.435
Mean speed Treatment 0.300 1,19 0.591
Stress 0.100 1,19 0.756
Treatment X stress 0.401 1,19 0.534
Absolute turn angle Treatment 0.074 1,19 0.788
Stress 1.536 1,19 0.230
Treatment X stress 0.530 1,19 0.476
Time in the bottom Treatment 5.559 1,19 0.029
Stress 0.212 1,19 0.650
Treatment X stress 2.432 1,19 0.135
Time in the middle Treatment 0.189 1,19 0.668
Stress 0.661 1,19 0.426
Treatment X stress 0.230 1,19 0.637
Time in the upper Treatment 9.029 1,19 0.007
Stress 1.145 1,19 0.298
Treatment X stress 4.469 1,19 0.048

The table summarizes the main effects of and the interaction between treatment and stress. DF refers

to degrees of freedom. Significant effects (p<0.05) are given in bold font.

Discussion

Here we showed that acute exposure to an intermediate concentration of risperidone of
170 pg/L impaired the stress axis response, since the exposed zebrafish had lower cortisol levels
than control fish, when exposed to an acute stress challenge. We also showed that zebrafish
exposed to this concentration of risperidone decreased the time spent in the bottom
compartment of the tank when compared with stressed fish, reinforcing the anxiolytic effect of

this drug [35-38]. To our knowledge, this is the first report about risperidone effects on the



27

stress neuroendocrine axis in zebrafish.

The risperidone mechanism is yet unclear, but it acts directly on the central nervous
system, more specifically in dopaminergic and serotoninergic receptors, probably without any
direct effect on interrenal tissue [13, 39]. The serotoninergic system plays an essential role in
the fish stress response [40].

Considering the concentrations used, the HPI impairing effect was verified only in the
intermediate concentration of 170 pug/L. The lowest (0.00034 ng/L and 85 pg/L) and highest
(340 pg/L and 680 pg/L) concentrations did not block the cortisol elevation after the acute stress
challenge. Thus, the dose-response curve presented a U-shaped response (see the insert in the
figure 1). This type of response was verified previously for the effects of diazepam [41] and
ethanol [28] on stress response and behavior [42]. Similar U-shaped curve was also found for
the cortisol effects on human memory [43].

The biological meaning of the minor cortisol fluctuations induced by risperidone in non-
stressed animals remains to be elucidated. Nevertheless, the risperidone concentration that
blunted the cortisol increase in stressed animals did not alter cortisol in non-stressed, control
animals, suggesting that risperidone does not influence basal hormonal levels per se, but rather
it modulates the response elicited by stress.

Regarding the novel tank test, zebrafish exposed to risperidone showed a decrease in the
time spent in the tank bottom and stressed fish exposed to risperidone spent more time in the
upper part of the tank, demonstrating its anxiolytic effects. This anxiolytic-like effect of atypical
antipsychotics was also verified in mammals [44-45]. The risperidone effect on zebrafish
behavior was previously verified using a light-dark test, where the drug decreased the number
of crossing between light and dark compartments [33]. In this study, we analyzed the zebrafish
behavior at 15 minutes after stress. Thus, we cannot discard that more clear behavioral effects
of risperidone exposure could be detected if analyzed earlier than 15 minutes after stress
exposure.

The anxiolytic effect of risperidone is not well understood since the exact mechanisms
by which it blocks the HPI functioning in response to a stress challenge are still unclear. Despite
the unclear mechanism, a fish with an impaired capacity to respond and cope with stress lost its
ability to maintain homeostasis against stressors by reducing the ability to promote the
necessary adjustments [22-23, 46-47]. Also, the behavioral changes produced by risperidone
exposure may reduce the caution in predator inspection and consequently increase the risk of
predation [48]. Combining the neuroendocrine and behavioral results and considering that these

effects were detected in a concentration much higher than the one found in the environment,
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the consequences of an environmental contamination with risperidone are difficult to predict.

The concentration of 170 pg/L of risperidone is unexpected in natural environments.
However, aquatic organisms may be exposed to accidental spills of pollutants, incorrect
discharges of substances or contaminants already present in the water. Such contamination may
cause biomagnification, in which concentrations much higher than those found in the
environment may be observed. This phenomenon has been reported for the presence of
pesticides [49-51].

Our results highlight that the presence of risperidone residues in aquatic ecosystems may
blunt the cortisol response to stress as well the fish behavior with consequences on fish survival

and welfare.
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4. CONCLUSOES

Com a crescente utilizagdo de farmacos psicoativos, deteccdo dessas drogas de
ocupacao humana em aguas superficiais e a preocupagao de gerar impactos no ambiente
aquatico, o modelo experimental zebrafish foi utilizado como ferramenta para indicar a
contaminac¢do desses recursos hidricos através da mensuragdo de cortisol corporal. Com
os resultados obtidos podemos afirmar que:

1. O cortisol ¢ um importante biomarcador de poluicdo ambiental, ferramenta de
estudo em nosso experimento de estresse agudo.

2. A presenca do antipsicotico atipico risperidona, na agua, foi suficiente para
bloquear o eixo hipotdlamo-hipofise-interrenal do peixe zebra, em uma dose
intermediaria as estudadas.

3. O comportamento do peixe ¢ alterado com a presenca da risperidona na agua,
onde o fato de termos um agente estressor, ndo significa estresse para o individuo,
podendo este se tornar presa facil ou ainda prejudicar reproducao, crescimento
e interagao social.

4. Com a crescente contaminacdo das aguas, devido o aumento na prescricdo de
drogas antipsicoéticas, surge a possibilidade de interferéncia também nos seres

humanos usuarios desses recursos contaminados.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminacdo dos recursos hidricos como efluentes municipais ou aguas de
superficie, por residuos de farmacos e/ou metabolitos, tem sido relatada ha muitos anos
e com crescente preocupacdo com a populacdo usudria desses recursos € organismos
aquaticos deste habitat.

O diagnoéstico de distirbios psicéticos como esquizofrenia, Alzheimer e autismo
¢ crescente na populacdo mundial, desta forma novos medicamentos surgem na
tentativa de tratamento especifico dos sinais clinicos apresentados e diminuindo a
apresentacao de sinais adversos.

Frente a presenca de novas drogas, sua crescente utilizagdo pela populagdo e
consequente excregdo, eliminacdo ou ainda descarte incorreto de seus residuos, o
ambiente aquatico pode ser atingido e suas conseqiiéncias se tornam imensuraveis. Estas
drogas por possuirem poder ansiolitico e antidepressivo podem e estdo interferindo o
sistema neuroendocrino de estresse e comprometendo as respostas de defesa dos
peixes, como visto nos resultados deste experimento.

Os riscos da presenga de residuos de medicagdes de ocupacdo humana sobre a
biodiversidade de corpos naturais de 4gua e suas populagdes ¢ comprovada. As agéncias
reguladoras devem adotar medidas de detec¢do destas drogas assim como medidas de

tratamento dos efluentes municipais.
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7. ANEXO 1. Parecer 007/2013, Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/UPF

‘k UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
W

VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
P F® COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER N° 007/2013

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo, em
reunidao no dia 28/06/13, analisou o projeto de pesquisa “Efeito de ansioliticos sobre
a relacdo presa-predador em peixes zebra (Danio rerio)”, registro na CEUA N°

006/2012, de responsabilidade do pesquisador Leonardo José Gil Barcellos.

Em relacdo aos aspectos éticos, a Comissao considerou o projeto relevante e
com relacdo custo-beneficio adequada. O pesquisador e seus colaboradores estdo
comprometidos com a observancia dos procedimentos para o uso cientifico de animais
estabelecidos na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008.

Diante do exposto, a Comisséo, de acordo com suas atribuicdes definidas
nalei 11.794 de 8 de outubro de 2008, manifesta-se pela aprovacao do projeto de

pesquisa na forma como foi proposto.
O pesquisador devera apresentar relatorio a CEUA ao final do estudo.

Situagdo: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 01 de julho de 2013.

Prof. Ana Cristina Vendrametto V. Giacomini
Coordenadora — CEUA — UPF



