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Concentração ambiental de diazepam reduz ansiedade em paulistinhas (Danio rerio) 

 

Resumo 

 

Os fármacos são essenciais no tratamento de doenças e para a melhoria da qualidade de vida. 

Entretanto, estes vêm causando um grave problema ambiental, ocasionado pelo descarte 

incorreto e pela ineficiência da sua remoção no tratamento de água e esgoto. Esses fármacos 

podem causar danos em diferentes organismos, os quais são pouco conhecidos. Nosso objetivo 

foi avaliar os efeitos da exposição aguda de diazepam em baixas concentrações no 

comportamento do peixe Danio rerio. Avaliamos comportamentos preditivos de ansiedade e 

agressividade, durante uma exposição por 5 dias, com os grupos experimentais: controle e dois 

grupos expostos ao Diazepam, D1 (0,88 µg/L) e D2 (8,8 µg/L).  As duas concentrações de 

diazepam avaliadas causaram efeito ansiolítico nos peixes, reduzindo a frequência de ataques e 

de comportamentos preditivos de ansiedade. O presente trabalho evidencia efeitos prejudiciais 

no comportamento de peixes mesmo quando expostos a baixas concentrações do fármaco 

Diazepam. 

 

Palavras-chave: Ecotoxicologia aquática. Medicamentos psiquiátricos. Toxicidade. Zebrafish. 
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1. Introdução 

 

O desenvolvimento tecnológico e o crescimento populacional têm contribuído para o 

aumento da produção e consumo mundial de fármacos em todo o mundo (Fent, Weston, 

Caminada, 2006). Existem mais de 5.000 substâncias comercializadas como medicamentos 

(Knox et al., 2011), as quais podem ser excretadas como metabólitos ou compostos ativos e 

lançados em diferentes ambientes, principalmente nos ambientes aquáticos, podendo ser 

contaminantes ambientais (Calisto, Esteves, 2009). 

Uma vez que os fármacos são construídos para permanecerem biologicamente ativos, 

muitos deles resistem à degradação biológica, à fotodegradação e apresentam potencial de 

afetar espécies não alvos (Cardoso, Porcher, Sanchez, 2014, Brandão et al., 2013). Evidências 

indicam que organismos não alvos dos fármacos podem ser cronicamente expostos a baixas 

concentrações de uma variedade de substâncias, com significantes efeitos biológicos e riscos 

ambientais pouco conhecidos (Sanderson et al., 2003, Cardoso, Porcher, Sanchez, 2014). 

Os resíduos farmacêuticos encontrados nos ecossistemas aquáticos pertencem a várias 

classes, como hormônios, antibióticos, anti-inflamatórios, antipiréticos, redutores de lipídeos, 

anticonvulsivos, antidepressivos e ansiolíticos (Calisto, Esteves, 2009). Entre esses compostos, 

os fármacos psiquiátricos compõem um grupo de substâncias comumente prescritas em todo o 

mundo (Fent, Weston, Caminada, 2006), pertencentes aos grupos de antiepiléticos, como 

carbamazepine, aos antidepressivos, como a fluoxetina e aos tranquilizantes, como o diazepam 

(Fabbri, 2015, Heberer, 2002). O consumo de medicamentos psiquiátricos apresenta acentuado 

crescimento mundial (IMS Health, 2006, IMS Health Canada, 2004). 

Entre as fármacos psiquiátricas mais consumidas está o diazepam (Baker et al., 2014), 

que é um benzodiazepínico de uso terapêutico humano e veterinário, prescrito como ansiolítico, 

sedativo, relaxante muscular, anticonvulsivo e antiepilético, que age nos receptores do tipo 
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GABA, potencializando o efeito inibitório do neurotransmissor (Brandão et al., 2013), esse 

fármaco foi encontrado na Alemanha na concentração de 0,88 µg/L (Ternes et al., 2001) e no 

Brasil na concentração de 0,763 µg/L (Böger et al., 2018). Os fármacos psiquiátricos têm sido 

detectados no meio ambiente, em efluentes domésticos, em rios e na água utilizada para 

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

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

Em função da conservação evolutiva de receptores farmacológicos (receptores e 

biomoléculas) nos diferentes grupos de seres vivos, os fármacos psiquiátricos podem apresentar 

efeitos toxicológicos, os quais já foram constatados em estudos com diversos organismos 

(Brooks et al., 2003, Van der Vem et al., 2006, Crane, Watts, Boucard, 2006). Entretanto, os 

efeitos dessas substâncias em organismos aquáticos não alvos são superficialmente conhecidos 

(Brodin et al., 2014). 

Entre os organismos aquáticos os peixes constituem a classe mais diversa dos 

vertebrados, que ocorre em variados habitats e com alta susceptibilidade fisiológica à 

contaminação por fármacos psiquiátricos (Brown et al., 2014). Essas características revelam o 

alto potencial para uso de peixes como modelo para a avaliação de riscos ambientais causados 

por fármacos (Bolis et al., 2001, Margiotta-Casaluci et al., 2014). Entre os efeitos adversos em 

peixes causados por fármacos psiquiátricos estão as alterações comportamentais. A constatação 

de alterações comportamentais em peixes indica efeitos no sistema nervoso dos animais, 

podendo impactar diretamente na sobrevivência e reprodução dos organismos (Scott, Sloman, 

2004, Brodin et al., 2013, Brodin et al., 2014). Uma vez que os fármacos se encontram em 

concentrações baixas e subletais nos ambientes, eles têm sido negligenciados como fonte 

causadora de alteração de comportamento em organismos em sistemas naturais (Montiglio, 

Royauté, 2014). Contudo, em diferentes espécies de peixes há evidências de que os fármacos 

psiquiátricos podem causar efeitos comportamentais relacionadas à alimentação (Mennigen et 
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al., 2010), locomoção (Brandão et al., 2013, Kohlert et al., 2012, Brodin et al., 2014), 

agressividade (Dzieweczynski, Hebert, 2012), ansiedade (Richendrfer et al., 2012) e resposta 

ao estresse (Abreu et al., 2014). De acordo com Brodin et al. (2014), alterações em 

comportamentos de corte, agressividade, locomoção, resposta a predador, alimentação podem 

levar à morte de indivíduos e ter efeitos ecológicos importantes nas populações e no ecossistema 

aquático. 

Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos comportamentais de baixas 

concentrações de Diazepam em paulistinhas (Danio rerio). 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Local de estudo 

 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Zoologia do Instituto Federal Goiano – 

Campus Urutaí. 

 

2.2. Animal de estudo 

 

Utilizamos 54 exemplares de paulistinhas (Danio rerio) adultos não sexados que foram 

adquiridos de criadouros comerciais em Goiânia - GO. Os peixes foram aclimatados em 

laboratório por um período de 30 dias, mantidos em grupos de até no máximo 20 indivíduos 

por aquário, cada aquário comportava 40L (30 cm de comprimento x 50 cm de largura x 45 cm 

de altura) que foi preenchido com água desclorada. O fotoperíodo foi mantido em ciclos de 14h 

claro/10h escuro (Gebauer et al., 2011) e a alimentação foi oferecida três vezes ao dia com 

ração comercial (Poytara Tropicais Flocos) específica para a espécie. A qualidade da água foi 

monitorada durante a aclimatação e período experimental, mantendo-a adequada para o bem 
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estar dos peixes e a condução dos experimentos. Os parâmetros físico-químicos da água foram 

monitorados a cada três dias, tanto na aclimatação quanto durante a execução do projeto, 

verificando a temperatura, o pH, a amônia e o oxigênio total e todos os parâmetros foram 

mantidos dentro dos valores recomendados para a espécie (Abreu et al., 2016; Fontana et al., 

2018). A amônia foi quantificada por um kit comercial (Amônia Tóxica - LabconTeste); o pH 

por kit comercial (Teste de pH água doce - Mydor); o oxigênio dissolvido foi medido pelo kit 

comercial (O2 Dissolvido - LabconTeste) e a temperatura foi medida por um termômetro digital 

(Digital Thermometer). 

 

2.3. Procedimento experimental 

 

Os peixes foram separados em grupos compostos por seis indivíduos, cada grupo foi 

alojado em um aquário de 40L (30 cm de comprimento x 50 cm de largura 45 cm de altura) 

durante o período de exposição. Revestimos o fundo e as laterais dos aquários com plástico azul 

para evitar possível aversão dos peixes ao ambiente (Park et al., 2016). 

O delineamento experimental consistiu na formação de 3 grupos experimentais, com 

duas concentrações diferentes de diazepam e de um grupo controle, para avaliar os efeitos 

dessas substâncias no comportamento do peixe. Cada grupo experimental teve n=18  e foi 

constituído por: Grupo Controle (C): sem adição de diazepam, apenas o solvente 

(dimetilsulfóxido – DMSO) utilizado para diluição; grupo Diazepam 1 (D1): adição de 

diazepam na concentração encontrada em ambientes aquáticos: 0,88 µg/L (Ternes, Bonerz, 

Schmidt, 2001), essa concentração foi utilizada com o intuito de simular o que está acontecendo 

na natureza e grupo Diazepam 2 (D2): adição de diazepam na concentração 10 vezes superior 

à encontrada em ambientes aquáticos: 8,8 µg/L, essa concentração fui utilizada prevendo 

possível aumento do uso do fármaco devido ao crescimento populacional. 
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A exposição teve duração de 5 dias (120h), todos os peixes foram aclimatados por um 

período de 24h para se acostumarem às condições do experimento. Após este período o fármaco 

foi administrado nos respectivos grupos. Os testes comportamentais foram realizados em 0h, 

determinado como pré-tratamento, 24h, 48h, 72h e 120h de exposição ao diazepam, 

considerado como período de tratamento. 

 

2.4. Concentração e administração do fármaco 

 

Utilizamos como fármaco o diazepam, que foi adquirido na forma de pó (pureza ≥ 

99,9%; CAS 439-14-5; PHARMANOSTRA). Para a diluição do diazepam utilizamos o 

solvente dimetilsulfóxido (DMSO) (pureza ≥ 99,9%; CAS 67-68-5; DINÂMICA) na 

concentração final de 0,01% vol/vol. De acordo com Xiong et al. (2017), o DMSO nesta 

concentração não é suficiente para promover efeitos comportamentais em Gobiocypris rarus e 

Danio rerio em exposição aguda. No grupo controle não foi administrado o fármaco, foi 

administrado apenas o DMSO na mesma concentração que foi utilizado para dissolver o 

diazepam nos grupos tratamento. No grupo D1 foi administrado diazepam na concentração 

encontrada em ambientes aquáticos: 0,88µg/L (Ternes, Bonerz, Schmidt, 2001) no grupo D2 

foi administrado diazepam na concentração 10 vezes superior à encontrada em ambientes 

aquáticos: 8,8 µg/L. A exposição foi estática, com apenas uma única administração do fármaco 

de forma contínua durante todo o experimento, sendo assim, não houve renovação da água dos 

aquários no período experimental e devemos levar em consideração que as concentrações do 

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

biodisponível para o organismo. 
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2.5. Avaliação dos parâmetros comportamentais 

 

Para avaliar os parâmetros comportamentais utilizamos os testes de espelho conforme 

sugerido por Holmberg et al. (2011) e o teste de tanque novo como sugerido por Gebauer et al. 

(2011) onde analisamos os comportamentos preditivos de ansiedade e de agressividade. Para 

registrar os testes comportamentos utilizamos câmeras de segurança (HD, Intelbras®) e 

posteriormente os vídeos foram analisados. 

 

2.5.1. Ansiedade 

 

Utilizamos o teste de tanque novo para analisar os comportamentos preditivos de 

ansiedade. Para isto, verificamos os parâmetros de latência para o primeiro cruzamento, tempo 

no topo e frequência de transição para o topo. Segundo Gebauer et al. (2011), o comportamento 

natural do peixe é permanecer no fundo do aparato como medida de proteção contra possíveis 

ameaças. 

O teste de tanque novo foi realizado no período da manhã, o peixe era colocado 

individualmente no aparato e filmado por um período de seis minutos. O aparato utilizado para 

realizar o teste de tanque novo tem formato trapezoidal com 23,9 cm de comprimento no fundo 

x 28,9 cm de comprimento no topo x 7,4 cm de largura no topo x 6 cm de largura no fundo x 

15,9 cm de altura. 

 

2.5.2. Agressividade  

 

Utilizamos o teste de espelho para analisar os comportamentos de agressividade, onde 

verificamos os parâmetros de latência para o primeiro ataque e frequência de ataques. Segundo 
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Theodoridi et al. (2017) comportamentos de ataque ao espelho são considerados preditivos de 

agressividade que pode interferir diretamente na sobrevivência dos peixes. 

O teste de agressividade foi realizado no período da tarde onde os peixes eram colocados 

individualmente no aparato e filmados por um período de cinco minutos. O aparato utilizado 

para o teste de agressividade consiste em um aquário de vidro de 20 cm de comprimento x 15 

cm de largura x 20 cm de altura, o qual foi acoplado um espelho em sua lateral esquerda em um 

angulo de 90º. 

    

3. Análises estatísticas 

 

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

Ayres, 2000). Os valores outliers (média ± 2x desvio padrão) foram retirados e substituídos 

pela média uma única vez considerando (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 da exposição aguda: 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%. 

 

4. Resultados 

 

4.1. Agressividade 

 

Os resultados da análise dos dados do teste do espelho sobre a agressividade estão 

dispostos na Figura 1. Em relação à agressividade, no parâmetro latência para o primeiro ataque 
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não houve efeito do fármaco [Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=3,96, p=0,13; 24h: H2,48=5.33, p=0,06; 

72h: H2,48=1,59, p=0,45; 120h: H2,48=2,76, p=0,25] (Figura 1A) 

 Para a frequência de ataques houve efeito do fármaco (Figura 1B), com redução de 

ataques nos grupos D1 e D2 em 24 e 72h de exposição, indicando efeito ansiolítico [Kruskal-

Wallis, 0h: H2,48=2,24, p=0,32; {ANOVA 24h: pós-teste de Tukey p≤0,05; 72h: pós-teste de 

Tukey p≤0,05; 120h: F2,48= 0,24, p=0,78}]. 

          

 

Figura 2. Comportamento de agressividade em Danio rerio comparado em 0h, 24h, 72h 

e 120h de exposição no teste de espelho durante 5 minutos nos grupos experimentais: Controle 
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(sem diazepam), D1 (0,88 μg/L de diazepam) e D2 (8,8 μg/L de diazepam). (A) Latência para 

o primeiro ataque. (B) Frequência de ataques. Kruskal-Wallis com pós-teste Tukey. Letras 

diferentes indicam diferença estatística entre grupos experimentais em cada período (n=18). 

 

4.2. Ansiedade 

 

Os resultados das análises dos dados do teste de tanque novo sobre os comportamentos 

preditivos de ansiedade estão dispostos na Figura 2. Em relação à latência para o primeiro 

cruzamento, o grupo D1 apresentou redução da latência em 120h, indicando efeito ansiolítico 

[Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=0,44, p=0,80; 24h: H2,48=2,70, p=0,25; 72h: H2,48=2,42, p=0,29; 

120h: pós-teste de Dunn p≤0,05] (Figura 2A) 

 Em relação ao parâmetro tempo no topo, houve efeito ansiolítico do fármaco com 

aumento do tempo no topo a partir de 24h, no grupo D1 e 72h no grupo D2 [Kruskal-Wallis, 

0h: H2,48=5,62, p=0,05; 24h: pós-teste de Dunn p≤0,05; 72h: pós-teste de Dunn p≤0,05; 

{ANOVA 120h: pós-teste de Tukey p≤0,05}] (Figura 2B). 

 A análise da frequência de cruzamentos também indicou efeito ansiolítico do fármaco, 

com diferenças estatísticas em 72 e 120h [Kruskal-Wallis, 0h: H2,48=5,76, p=0,06; {ANOVA 

24h: F2,48=3,05, p=0,05; 72h: pós-teste de Tukey p≤0,05; 120h: pós-teste de Tukey p≤0,05}] 

(Figura 2C). 
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Figura 2. Comportamentos preditivos de ansiedade em Danio rerio comparado em 0h, 

24h, 72h e 120h de exposição no teste de tanque novo durante 6 minutos nos grupos 

experimentais: Controle (sem diazepam), D1 (0,88 μg/L de diazepam) e D2 (8,8 μg/L de 

diazepam). (A) Latência para o primeiro cruzamento. (B) Tempo no topo. (C) Frequência de 

cruzamentos. Kruskal-Wallis com pós-teste Tukey. Letras diferentes indicam diferença 

estatística entre grupos experimentais em cada período (n=18). 

 

 

5. Discussão 

 

Nosso trabalho evidencia que a exposição em curto prazo ao diazepam em concentração 

ambiental (0,88 µg/L) e em concentração 10 vezes superior (8,8 µg/L) reduz a frequência de 

ataques em Danio rerio, indicando efeito ansiolítico do fármaco. Giacomini et al. (2016) em 

seus estudos mostram que a fluoxetina e o diazepam em exposição aguda bloqueiam respostas 

ao estresse no peixe paulistinha (Danio rerio), que por consequência reduz a agressividade e as 

interações sociais, corroborando os efeitos ansiolíticos do fármaco. 

Existem vários estudo que mostram que o comportamento de agressividade é de suma 

importância para sobrevivência dos peixes, pois alterações nestes comportamentos pode alterar 

o fitness do organismo. Conforme Kohlert et al. (2012), o comportamento de agressividade dos 

peixes interfere diretamente em sua sobrevivência, seja em relação à reprodução, 

estabelecimento de hierarquias de dominância e até mesmo estabelecimento de território para 

acesso direto a recursos essenciais para a sobrevivência da espécie. Sendo assim, é plausível 

supor que a diminuição da agressividade encontrada em nosso trabalho possa afetar diretamente 

a viabilidade de peixes e outros organismos aquáticos em ambientes silvestres.    

Além disto, nosso trabalho evidencia que o diazepam, mesmo em concentrações 

ambientais, causa efeito ansiolítico no comportamento de Danio rerio. Richendrfer et al. 
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(2012), em seus estudos verificaram que 0,05 mg/L de diazepam reduz o comportamento de 

tigmotaxia das larvas de Danio rerio em 2h de exposição. Steenbergen et al. (2011) também 

encontraram efeito ansiolítico expondo juvenis de Danio rerio por sete minutos na concentração 

de 750 μg/L de diazepam.  

Vale ressaltar que existem vários estudos que comprovam efeitos ansiolíticos do 

diazepam em paulistinhas (Giacomini et al., 2016, Richendrfer et al., 2012, Steenbergen et al., 

2011), porém, estes trabalhos usam larvas do peixe ou concentrações elevadas de fármacos em 

seus estudos, as larvas são mais sensíveis a exposição, todavia, nosso trabalho é o primeiro que 

evidencia efeitos comportamentais causados por concentração ambiental de diazepam em 

Danio rerio. 

 

6. Conclusão 

 

Nosso trabalho evidencia que a exposição a curto prazo ao diazepam em concentração 

ambiental (0,88 µg/L) e em concentração 10 vezes superior (8,8 µg/L) causam alterações no 

comportamento em adultos de Danio rerio, indicando efeito ansiolítico, evidenciado pela 

redução da agressividade e de comportamentos preditivos de ansiedade.  

As alterações nos comportamentos evidenciadas em nosso trabalho, causada pelo 

diazepam em concentração ambiental, é motivo de preocupação, visto que as estações de 

tratamento de água e esgoto são ineficientes para a remoção dos fármacos dessas águas tratadas. 

Essas alterações afetam diretamente o funcionamento social e ecológico das espécies, afetando 

a sobrevivência e perpetuação destes organismos, sendo assim, causando impactos 

ecologicamente relevantes podendo afetar até mesmo as cadeias tróficas. No entanto, vemos a 

importância de exposições crônicas envolvendo avaliações de biodisponibilidade, avaliações 

morfológicas e fisiológicas e também avaliações de transferência geracional para a melhor 
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compreensão dos efeitos do diazepam e outros fármacos utilizados mundialmente, que são 

encontrados em ambientes aquáticos e as possíveis alterações que podem causar não somente 

nas espécies aquáticas, mas também em espécies que usam estes recursos, incluindo a espécie 

humana.       
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