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RESUMO

A Cloroquina ¢ utilizada no tratamento da maléria e em doengas autoimunes como lipus e artrite
reumatoide, devido as suas propriedades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras, mas seu uso
aumentou significativamente durante a pandemia de COVID-19 devido a sua recomendagdo como
tratamento profilatico. Este aumento no consumo, associado ao descarte inadequado, resultou na
presenca do farmaco em aguas residuais e superficiais de diversos paises. Neste contexto, este
estudo teve como objetivo compilar dados ambientais e ecotoxicoldgicos sobre a Cloroquina e a
Hidroxicloroquina no ambiente aquatico e reproduzir em laboratério um teste de toxicidade
cronica do Difosfato de Cloroquina (DCQ), com durac¢do de 21 dias, em sistema semi-estatico,
utilizando a espécie modelo peixe-zebra (Danio rerio), expostos a concentragdes ambientalmente
relevantes detectadas antes da pandemia (0,6 pg/L) e durante a pandemia (1,8; 5,4; 16,2 e 48,6
ug/L), para avaliar as alteragcdes provocadas pelo farmaco. Os biomarcadores foram analisados
em fungdes bioquimicas, incluindo alteracdes na concentracdo de proteinas totais, glicose,
triglicerideos e imunoglobulinas (Ig); atividades enzimaticas de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), lactato desidrogenase (LDH) e
glutationa S-transferase (GST); e estresse oxidativo avaliado por proteinas carboniladas (PCO) e
substincias reativas do 4acido tiobarbitirico (TBARs). As andlises histoldgicas avaliaram
alteracdes branquiais, hepaticas e renais. Os dados foram comparados estatisticamente entre o
controle e os grupos expostos, utilizando o teste nao paramétrico Kruskal-Wallis com pos-teste de
Dunn, por meio do software PAST®. Os resultados mostraram disttrbios metabélicos, enzimaticos
e histopatoldgicos nos 0rgdos a partir das concentragdes registradas em aguas superficiais (0,6
pg/Le 1,8 ug/L). Além disso, a concentracdo 1,8 pg/L foi a mais responsiva para biomarcadores
de estresse oxidativo. Na analise de componentes principais (ACP), como biomarcadores mais
responsivos as exposi¢coes de DCQ, destacaram-se a atividade da enzima AST, o TBARs no
cérebro, a dilatagdo do seio venoso central nas branquias, hepatdcitos com nucleos picnéticos no
figado e a reducdo do espaco de Bowman no rim. O aspecto inovador desta pesquisa reside na
compreensao da toxicidade cronica de concentragdes ambientais de DCQ sobre biomarcadores de
D. rerio e sublinha a importancia da conscientizagdo sobre o uso e descarte responsavel de
medicamentos, refor¢ando a necessidade de politicas de monitoramento e remediacdo para

proteger os recursos hidricos e a vida aquatica.

Palavras-chave: Poluente emergente, ecotoxicologia, fairmaco, organismos aquaticos, COVID-
19.



ABSTRACT

Chloroquine is used to treat malaria and autoimmune diseases such as lupus and rheumatoid
arthritis due to its anti-inflammatory and immunomodulatory properties, but its use increased
significantly during the COVID-19 pandemic due to its recommendation as a prophylactic
treatment. This increase in consumption, associated with inadequate disposal, resulted in the
presence of the drug in wastewater and surface waters in several countries. In this context, this
study aimed to compile environmental and ecotoxicological data on Chloroquine and
Hydroxychloroquine in the aquatic environment and to reproduce in the laboratory a chronic
toxicity test of Chloroquine Diphosphate (CQD), lasting 21 days, in a semi-static system, using
the model species zebrafish (Danio rerio), exposed to environmentally relevant concentrations
detected before the pandemic (0.6 pug/L) and during the pandemic (1.8; 5.4; 16.2 and 48.6 ug/L),
to evaluate the changes caused by the drug. Biomarkers were analyzed in biochemical functions,
including changes in the concentration of total proteins, glucose, triglycerides and
immunoglobulins (Ig); enzymatic activities of aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH) and
glutathione S-transferase (GST); and oxidative stress measured by protein carbonyls (PCO) and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARs). Histological analyses evaluated gill, liver and
kidney changes. Data were statistically compared between the control and exposed groups, using
the nonparametric Kruskal-Wallis test with Dunn's post-test, through the PAST® software. The
results showed metabolic, enzymatic and histopathological disturbances in the organs from the
concentrations recorded in surface waters (0.6 pg/L and 1.8 pg/L). In addition, the concentration
of 1.8 ug/L was the most responsive to biomarkers of oxidative stress. In the principal component
analysis (PCA), the most responsive biomarkers to DCQ exposures were AST enzyme activity,
TBARs in the brain, dilation of the central venous sinus in the gills, hepatocytes with pyknotic
nuclei in the liver and reduction of Bowman's space in the kidney. The innovative aspect of this
research lies in the understanding of the chronic toxicity of environmental concentrations of DCQ
on biomarkers of D. rerio and underscores the importance of greater awareness about the
responsible use and disposal of drugs, reinforcing the need for monitoring and remediation

policies to protect water resources and aquatic life.

Keywords: Emerging pollutant, ecotoxicology, drug, aquatic organisms, COVID-19.
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APRESENTACAO

A Organiza¢cdo Mundial de Saide (OMS) declarou em 11 de margo de 2020, a doenga
COVID-19, causada pelo novo coronavirus (Sars-Cov-2), como uma pandemia e indicou a
necessidade de ado¢do de medidas especificas como detecgdo precoce, quarentena e tratamento
rapido (OMS, 2020; Buss, 2020). O agente etiologico da pandemia de COVID-19 € o virus SARS-
CoV-2 que causa a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) Coronavirus 2, um novo membro
de uma familia conhecida como Coronavirus (CoVs), responsavel por doengas respiratorias
patologicas de alto risco (Burki 2020; Facciola et al., 2021).

Os impactos da COVID-19 tém causado mais debate globalmente do que as SARs (2002-
2003), gripe aviaria (2003-2009), gripe suina (2009-2010) e Ebola (2014-2016 (Espejo et al.,
2020; Senhoras 2020). O que mais preocupou a populacdo, além da rapida propagacao, foi a falta
de um medicamento para tratar ou prevenir o novo coronavirus (Oliveira, 2020). As vacinas
tiveram um efeito na redugdo da transmissao, hospitalizagcdes e mortalidade da COVID-19, mas ¢
possivel que esta se torne uma doenca endémica na populagdo, como a gripe comum, com picos
sazonais (Silva et al., 2020), necessitando, paralelamente a vacinagdo, opgdes terapéuticas que
ainda estdo em avaliagdo (Hodgson, 2020).

Desta forma, foram estudadas diversas intervencdes farmacéuticas para o tratamento da

COVID-19 no mundo, e entre elas podemos citar a terapia com as aminoquinolinas: Cloroquina
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(CQ) e Hidroxicloroquina (HCQ), que ja eram estudadas no tratamento de outros virus da familia
do coronavirus (Rosa; Santos, 2020). Porém, o seu uso nao garante que sejam eficazes ao novo
virus e ndo existem estudos que comprovem sua profilaxia contra a doenga, além de poder agravar
o quadro clinico dos pacientes (Sanders et al., 2020, Rosenberg et al., 2020, Geleris et al., 2020).

Entre os efeitos colaterais relatados da CQ estdo a inibicdo da despolarizac¢do diastdlica
com retardo na condugdo e alteragdo no transporte ionico intracelular, inibi¢ao da atividade de
enzimas como a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), enzimas envolvidas na sintese dos
acidos nucléicos e da via do AMP ciclico, além de causar estresse oxidativo (Stanton 2012, Shen
et al.,2017). Em nota, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) refor¢a que o uso
destes farmacos ndo ¢ recomendado para o tratamento da COVID-19 sendo necessario conduzir
estudos clinicos demonstrando a segurancga e a eficacia para o uso pretendido (ANVISA, 2020).

O Difosfato de Cloroquina formulagao de CQ mais comercializado no Brasil para uso oral
no tratamento de doengas parasitarias, reumaticas, malaria, lapus e outras condi¢des, tem massa
molecular de 515,9 g/mol e ¢ soluvel em dgua (PUBCHEM, 2021). No organismo liga-se
moderadamente (60%), as proteinas plasmaticas e passa por biotransformagdo por agdo das
enzimas de desintoxicagdo, como a glutationa S-Transferase, para que possa ser eliminada
(Santana et al., 2018).

No Brasil, a Nota Informativa n® 17/2020 - SE/GAB/SE/MS, publicada pelo Ministério da
Satde, orientava a prescrigdo de Difosfato de Cloroquina (500 mg) ou sulfato de
Hidroxicloroquina (400 mg) aos pacientes que apresentavam sintomas leves, moderados e criticos
causados pela infec¢ao do virus Sars-CoV-2 (Brasil, 2020). A CQ excretada nas fezes e urina dos
usudrios corresponde uma grande parte da dose ingerida, na forma original ou metabdlito,
podendo ser detectados na urina meses ap6s uma tnica dose (Ducharme; Farinotti, 1996; Singh
et al., 2020).

Isso ¢ altamente relevante em um contexto ambiental e ecotoxicologico, pois se sabe que
os sistemas de tratamento de efluentes ndo possuem processos adequados para a remocao desses
medicamentos que entrardo nos ecossistemas de agua doce (Ashfaq et al., 2017). Marques et al.
(2023) registraram a ocorréncia das seguintes concentragdes de HCQ em trés rios urbanos
brasileiros no ano de 2020: 1,45+0,74 1,84+0,53 e 2,10+0,87 ng/L, as quais apresentaram efeitos
sobre o crescimento, fotossintese e bioquimica dos bioindicadores de qualidade de agua
Synechococcus elongatus (cianobactéria) e Chlorella vulgaris (microalga).

Recentemente, uma das questdes relativas a qualidade da agua potdvel diz respeito a

presenca de farmacos em aguas superficiais que podem ser utilizadas por uma estacdo de



19

tratamento de agua (ETAs) para a producgdo de agua destinada ao consumo humano (Gaftney et
al., 2015). A CQ e seus residuos podem alcancar os corpos d'agua superficiais por diferentes
fontes, como efluentes de hospitais e industrias farmacéuticas, descarte incorreto e por meio da
excrecdo humana (Quadra ef al, 2017; Santos et al., 2020). Uma vez dentro do organismo, a
toxicocinética ¢ semelhante para os vertebrados, com altas concentra¢des no figado e no rim, onde
serd metabolizada e filtrada (Singh et al., 2020), além das branquias em peixes (Ramesh et al.,
2018).

Neste sentido, a lesdo hepatica induzida por medicamentos foi reconhecida pela industria
farmacéutica como um importante problema toxicoldgico e ecotoxicoldgico, sendo os testes
enzimaticos séricos e as analises histologica algumas das mais indicadas na avaliagao (McGrath;
Li, 2008). Da mesma forma, os testes padrao em estudos de toxicidade renais incluem exame
histopatologico, microscopia eletronica de transmissdo, coloragdes histoquimicas e imuno-
histoquimicas, analise morfométrica, urinalise, além de biomarcadores bioquimicos de fungao
renal (Frazier et al., 2019).

As branquias e cérebro, sdo outros o0rgaos de interesse para investigagdes toxicoldogicas em
peixes, isso porque as branquias sdo o primeiro 6rgao de contato com o poluente ¢ na tentativa de
impedir a absorcao, as estruturas se moldam de forma que ¢ possivel observar lesdes que podem
eventualmente prejudicar a respiracdo do animal (Wolf ez al., 2015), enquanto o cérebro apresenta
modulagdes enzimaticas mais sensiveis ao estresse e alteracdes nos componentes celulares e
moleculares (Fernandes et al., 2008; Iftikhar et al.,2022).

O peixe-zebra, espécie Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822), possui tecidos e 6rgaos
comparaveis aos de humanos, apresentando mais de 70% de homologia genomica, incluindo
genes associados a doengas (Goldsmith; Jobin, 2012; Howe et al., 2013; Miyawaki, 2020). Essa
espécie € pequena, de facil criagdo em aquario, possui ciclo de vida curto, permitindo o
monitoramento de doengas por geracdes, € absorve compostos pela boca, branquias e pele,
tornando-se um modelo ideal para estudos ecotoxicologicos (Delvecchio et al, 2011;
Chakravarthy et al., 2014). Estudos demonstraram a toxicidade da CQ na mortalidade e ma
formacdes de embrides e larvas de peixe-zebra (Silva et al., 2023), além de alteragdes bioquimicas
e morfoldgicas apos a exposi¢ao de peixe-zebra adultos a HCQ (Mendonga-Gomes et al., 2022).

Para compreender melhor sobre as implicagdes do uso extensivo das aminoquinolinas
durante o cenario pandémico sobre os organismos aquaticos, a Tese encontra-se estruturada nos

seguintes capitulos:
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> Capitulo 1: Cloroquina e Hidroxicloroquina no meio ambiente e organismos
aquaticos

Este capitulo abordou uma revisao bibliografica, submetida e publicada na revista
Ambiente & Agua, que aborda as consequéncias das aminoquinolinas no ambiente aquatico
quanto a contaminacdo da 4dgua e sua detecgdo; concentragdes ambientais anteriores e durante a
pandemia; estimativas de concentragdes ambientais previstas (PECs); alternativas para a remogao
dos compostos em matrizes aquosas; ecotoxicidade em organismos aquaticos nao-alvo e

perspectivas de estudos.

> Capitulo 2: Utilizacdo de biomarcadores bioquimicos para avaliar a toxicidade de
Difosfato de Cloroquina em Danio rerio

Neste capitulo foram explorados os efeitos da exposi¢do cronica ao Difosfato de
Cloroquina em cinco concentragcdes ambientalmente relevantes em peixes, D. rerio, por meio de
biomarcadores bioquimicos, observando alteragcdes metabolicas, enzimaticas e de estresse
oxidativo. As andlises compreenderam a porc¢ao do cérebro, o conjunto de 6rgaos do corpo e do
muco dos animais. Foram realizados testes estatisticos para observar as diferengas significativas

entre os animais expostos € o controle.

> Capitulo 3: Histopatologia das branquias, figado e rim de Danio rerio expostos a
diferentes concentracgdes de Difosfato de Cloroquina

O capitulo abordou alteragdes histopatologicas em branquias, figado e rim de D. rerio expostos
21 dias ao Difosfato de Cloroquina. O estudo envolveu andlises qualitativas, quantitativas e
Indices de Alteragdo Histologica (IAH), para cada 6rgio e em cada uma das cinco concentragdes

estudadas.

» Capitulo 4: Consideracdes finais e perspectivas
Neste topico foi apresentada a correlagdo entre os biomarcadores bioquimicos e histologicos,
bem como foram apontadas perspectivas futuras de estudos que envolvam o Difosfato de

Cloroquina no ambiente aquatico.
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Capitulo 1. Cloroquina e Hidroxicloroquina no ambiente e organismos aquaticos
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ABSTRACT

Chloroquine and hydroxychloroquine are aminoquinolines used in the treatment of
endemic diseases in Latin America such as malaria and non-endemic with wide prevalence such
as rheumatoid arthritis and lupus erythematosus. Described as persistent, bioaccumulative, and
dangerous for aquatic biota, chloroquine and hydroxychloroquine are considered emerging
pollutants intensified by the COVID-19 pandemic, occurring in low concentrations that are not
totally removed in wastewater treatment plants and are not covered by legislation. This article
presents a theoretical approach based on literature review following a semi-systematic
methodology covering detection strategies of the chloroquine and hydroxychloroquine drugs in
effluent and receiving water bodies; estimates of environmental concentrations during the
pandemic; methods that use degradation and removal of compounds from water; and toxic
effects on aquatic biota. Concentrations previously detected and estimated in the aquatic
environment can lead to significant changes in animal physiology analyzed from biomarker
changes, behavior and mortality in studies with native and non-native species. Studies are
necessary to reproduce and understand possible environmental scenarios adopting the
indiscriminate use of drugs to serve as standards for environmentally safe concentrations when
there is no specific legislation.
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Cloroquina e Hidroxicloroquina no ambiente e organismos
aquaticos: uma revisao

RESUMO

A Cloroquina e a Hidroxicloroquina sdo aminoquinolinas utilizadas no tratamento de
doengas endémicas da América Latina como a malaria e ndo endémicas com ampla prevaléncia
como a artrite reumatoide e o lupus eritematoso. Descritas como persistentes, bioacumulativas
e perigosas para a biota aquatica sdo consideradas poluentes emergentes intensificados pela
pandemia de COVID-19, ocorrendo em baixas concentracfes que ndo sdo totalmente removidas
em estacOes de tratamento de efluentes e ndo séo contempladas pela legislacéo. Este artigo tem

como objetivo apresentar uma abordagem teérica baseada em revisdo de literatura semi-
sistematica abrangendo estratégias de deteccdo dos farmacos Cloroquina e Hidroxicloroquina
em efluentes e corpos d'adgua receptores; estimativas de concentragdes ambientais durante a
pandemia; métodos que utilizam a degradacdo e remocdo dos compostos na agua; e os efeitos
toxicos sobre a biota aquatica. Concentracdes previamente detectadas e estimadas para o
ambiente aquatico podem levar a alteragdes significativas na fisiologia animal, analisadas a
partir de alteracdes de biomarcadores, comportamento e mortalidade em estudos com espécies
nativas e ndo nativas. Se faz necessario pesquisas que busquem reproduzir e compreender
possiveis cenarios ambientais com o uso indiscriminado dos medicamentos para servir como
padrdes de concentragdes ambientalmente seguras na auséncia de uma legislacéo especifica.

Palavras-chave: COVID-19, poluentes emergentes, toxicidade.

1. INTRODUCTION

Chloroquine (CQ) belongs to the quinoline group, known for its bactericidal, antiseptic,
and antipyretic actions (Ramesh et al., 2018). The drug has been used to treat malaria endemic
in eighteen countries in Latin America and the Caribbean and has seen an increase in estimated
case incidence since 2015, where Brazil represents 20% of cases (WHO, 2020). Chloroquine
has also been used for rheumatoid arthritis and lupus erythematosus (Rainsford et al., 2015),
non-endemic diseases that have also registered an increase in this region (Herndndez-Negrin
and Padilla-Cueto, 2020; Papadimitropoulos et al., 2022). In recent decades its action has been
explored as a broad-spectrum antiviral agent in inhibiting the replication of other respiratory
viruses, such as influenza A/H5N1, SARS-CoV, and human coronavirus 229E (Savarino et al.,
2003; Vincent et al., 2005; Kono et al., 2008; Murray et al., 2010; Yan et al., 2013).

A derivative of chloroquine, hydroxychloroquine (HCQ), with similar action, was first
synthesized in 1946 when a hydroxyl group was introduced to reduce toxicity to organisms
(McChesney, 1983). However, at high concentrations or prolonged use, both can cause acute
intoxication and death (Weniger, 1979; Wichmann et al., 2007). This is due to the fact that both
are water soluble and have good oral bioavailability, reaching high plasma levels in patients,
which, added to the extremely long elimination half-life (weeks to months) and large volumes
of distribution, indicates significant partitioning into tissues and organs (Davis et al., 2020;
Drugbank, 2022a; 2022b).

At the beginning of the COVID-19 pandemic, published in vitro studies demonstrated the
effectiveness of chloroquine (Wang et al., 2020) and hydroxychloroquine (Liu et al., 2020;
Gautret et al., 2020) as drugs to be administered to combat the SARS-CoV-2 virus. Motivated
by these data, the use of these drugs increased considerably, and the drugs were adopted as a
treatment protocol, becoming one of the drugs for which there was the highest sales growth rate
in 2020, in contrast to the same period in 2019 (Yazdany and Kim, 2020; Malik et al., 2020;
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Nasir et al., 2020; Agarwal et al., 2021; Romano et al., 2021), although its efficacy against
SARs-CoV-2 and high toxicity to patients was questioned by several studies (Shukla et al.,
2020; Ghazy et al., 2020; Jameleddine et al., 2020; Sanders et al., 2020; Rosenberg et al., 2020;
Gelerisetal., 2020; Luz et al., 2021). Thus, places with a high incidence of COVID-19, together
with a high rate of eliminating aminoquinolines in patients” excretion, incorrect disposal and
low removal in Wastewater Treatment Plants (WWTPSs), or even in the absence of these,
resulted in residual concentrations of pharmaceuticals in water bodies, causing ecotoxicological
risks (Kuroda et al., 2021).

Described as persistent, bioaccumulative and dangerous to aquatic biota, this can lead to
adverse effects on aquatic and human life (Bila and Dezotti, 2003; Ramesh et al., 2018; Luz et
al., 2021; Mendonga-Gomes et al., 2021; Kumari and Kumar, 2021). These drugs and their
metabolites are included in emerging pollutants because they are not covered by regulations
and their concentration and effects on the environment are still poorly understood due to long
exposure to residual levels (Corcoll et al., 2014; Daughton, 2014), as they are designed to be
biologically active, even at trace levels, and may exhibit unwanted effects on target and non-
target organisms (Zhou et al., 2016).

In this context, Brazilian legislation is not very restrictive for effluents contaminated with
drugs and their limits for disposal in water bodies, without criteria with maximum values
allowed for the concentration of these pollutants in water. The potability of drinking water for
human consumption, stipulated by Consolidation Ordinance No. 5, of September 28, 2017
(Brasil, 2017), does not refer to the permitted limits for the presence of pharmaceuticals in
supply water. Resolution 357/2005 related to the quality of water resources, defined by the
Ministry of the Environment through the National Council for the Environment (CONAMA)
and in CONAMA Resolution 430/2011 (CONAMA, 2011) responsible for establishing
conditions and standards for the release of effluents for organic substances and inorganic
substances, also do not address threshold standards for these pollutants.

There may be diverse consequences of this type of pollution on aquatic organisms ranging
from small biochemical changes, damage at the cellular level, or even death, according to the
mechanism of action and severity of the toxicological effect (Bernet et al., 1999; Ramesh et al.,
2018; Mendonga-Gomes et al., 2021). Indirectly, it can also increase the susceptibility of
organisms to pathogens, promote the prevalence of diseases in the aquatic ecosystem and cause
changes at the population level (Ellis et al., 2011; Silvestre, 2020; Ali et al., 2021).

Thus, considering that the presence and increase of chloroquine and hydroxychloroquine
in aquatic environment can affect these animals’ health, this article presents a theoretical
approach based on a literature review discussing detection and removal strategies, estimates of
Predicted Environmental Concentrations (PECs) and the ecotoxicological effects for aquatic
biota attributed to drugs.

2. MATERIALS AND METHODS

A literature review was conducted following a semi-systematic methodology, where the
search strategy may or may not be systematic, with qualitative analysis and evaluation,
contributing to the state-of-the-art knowledge and related subjects in the literature (Snyder,
2019). The review process was carried out using the Web of Science®
(www.webofknowledge.com) and Scopus® (https://www-
scopus.ez31.periodicos.capes.gov.br/) databases. While for extracting the pharmacokinetic and
physicochemical values of the drugs, the PUBCHEM® and DRUGBANK® databases were used
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/; https://www.drugbank.ca/). Our investigation included a
combination of the following terms: ‘“chloroquine” or “hydroxychloroquine” and “water”,
“sewage”, “determination”, “toxicology” “COVID-19”. Eligibility criteria were applied to each
publication, which consisted of the scope and availability of data without any date.
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Then, studies were selected and grouped into key themes, as follows: (a) water
contamination by aminoquinolines (detection and environmental concentrations); (b) estimates
of predicted environmental concentrations during the pandemic; (c) removal methods and (d)
ecotoxicity to aquatic organisms.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Contamination of water by aminoquinolines and detection

Aminoquinolines and their metabolites can reach surface water bodies through different
sources, such as inadequate disposal, effluents from hospitals and pharmaceutical industries,
and mainly through human excretion (Aradjo et al., 2021). Having a high oral dose absorption,
these drugs are metabolized by Cytochrome P450 and eliminated in patients’ feces and urine
corresponding to 50% of the ingested dose in the original form or metabolites such as desethyl
chloroquine (chloroquine N-dealkylated by CYP2C8 and CYP3A4) or desethyl
hydroxychloroquine (hydroxychloroquine N-dealkylated by CYP3A4), and can be detected in
biological fluids months after a single dose (Ducharme and Farinotti, 1996; DRUGBANK,
2022a; 2022b).

Depending on the hydrology of the system and the physicochemical characteristics of the
drugs, their residues can accumulate in sediments, infiltrate into groundwater, or become
persistent available in the surface water of lakes, rivers and reservoirs, used as drinking water
and for agricultural irrigation (Quadra et al., 2017). The aquatic bioavailability of these
compounds can be explained by the molecular size, water solubility, n-octanol-water partition
coefficient (Kow) which favors passage of drugs through membranes and bioaccumulation,
ionization constant (pKa) favoring absorption at alkaline pH, non-volatile under normal
temperature conditions and chemically stable, although this information is poorly standardized
in the literature, values such as 0.0175 mg mL™ to 100 mg mL™* are cited for solubility of
chloroquine compounds and 0.0261 mg mL* to 100 mg mL? for hydroxychloroquine
compounds (Table 1).

Its environmental detection can be a problem due to low concentrations identifying it as
non-existent when methods are not refined to identify them. Among the detection and
quantitative determinations, methods for drugs and their metabolites are liquid
chromatography, capillary electrophoresis, electroanalytical, spectrophotometric, and ELISA-
based methods (Saka, 2020).

Chromatography was the method most used by the articles in the detection of CQ and HCQ
due to the lower detection limit contemplating environmental concentrations in the range of ng
L to pug L levels (Roberts and Bersuder, 2006; Tegegne et al., 2021). The High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) and Ultra High-Performance Liquid Chromatography (UPLC)
technigques can be mentioned with the selection of detectors such as Ultraviolet, Fluorescence,
Diode-Array and Mass Spectrometry which, when integrated, presented a high degree of
sensitivity, selectivity and specificity for the compounds. In the papers, these methods were
used primarily for the diagnosis of drugs in biological fluids (e.g., blood, plasma, and urine)
(Tett et al., 1985; Sanghi et al., 1990; Chaulet et al., 1994; Walker and Ademowo, 1996; Flizéry
etal., 2013; Singh et al., 2015; Wang et al., 2012; Harahap et al., 2021), biomarkers (Ducharme
and Farinotti, 1997), pharmaceutical samples (Dongre et al., 2009) and in water (Roberts and
Bersuder, 2006; Olaitan et al., 2014; Nason et al., 2021).

The capillary electrophoresis method was more used for quantification (ng mL™) in
biological fluids (Mdller and Blaschke, 2000; Oliveira and Bonato, 2007) while
spectrophotometric methods were more used for pharmaceutical samples (ug mL™?) (Reddy et
al., 2004; Nelson et al., 2010). The Elisa method has been considered both for the determination
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and quantification (ng mL™?) of drugs in biological systems (using antibodies) and also in
pharmaceutical formulations (Khalil, et al., 2011; Shenton et al., 1988). These methods were
more limited for drug molecule analysis and their metabolites in water.

Electrochemical methods are another promising alternative because they are modern, low
cost, accurate, selective, fast and have a wide range of linear concentration (uM and nM) (Saka,
2020). Cork-graphite sensors (Araujo et al., 2021; 2022) for hydroxychloroquine and glassy
carbon modified with graphene oxide (Srivastava et al., 2019), carbon pulp modified with
nanowire Cu(OH). (Mashhadizadeh et al., 2009) for chloroquine were some examples applied
in the voltammetry technique, which refers to the examination of the density potential curves
of an electrochemical system, detecting concentrations of standard aqueous solutions of CQ and
HCQ, which can be tools for monitoring of drug in effluents with higher concentration.



Table 1. Chemical formulas and predicted properties of compounds and their major metabolites.

Compounds and metabolites Molecular Formula Molecular \_/}/mght pKa Kow Squb|I|j[1y Reference
(g mol) (mg mL~)
Chloroquine C18H26CINs 319.9 10.1 4.6 0.0175 DRUGBANK (2022a)
0.0175 DRUGBANK (2022c);
Chloroquine phosphate C18H32CIN30gP2 515.9 10.3 3.9 ' British Pharmacopoeia
100
(2013)
Desethyl chloroquine C16H22CIN3 291.82 - 3.8 - PUBCHEM (2022c)
Hydroxychloroquine C18H26CIN3O 335.9 9.6 3.6 0.0261 DRUGBANK (2022b);
0.0261 DRUGBANK (2022d);
Hydroxychloroquine sulfate C18H28CIN3O5S 434.0 9.7 2.8 ' British Pharmacopoeia,
100 (2013)
Desethyl hydroxychloroquine C16H22CIN3O 307.82 - 2.7 - PUBCHEM (2022d)

3.2. Concentrations in the aquatic environment

Published studies on the concentrations of chloroquine and hydroxychloroquine in the environment are extremely limited but reveal the
presence of aminoquinolines in surface and wastewater, having increased in recent years and especially during the pandemic. Chen et al. (2013)
detected, through high performance liquid chromatography/mass spectrometry, the compounds in surface sediments near rivers in southeastern
China. Although this study did not confirm the structural identities, each was reported in the sediments of at least one of the analyzed rivers at
levels sufficient to provide signal-to-noise relationships.

Olaitan et al. (2014) detected residual concentrations of chloroquine in Nigeria through high performance liquid chromatography, which was
5.014 pg Ltin groundwater and 0.11 pg Lt in surface water. Also in Nigeria, studies were carried out by Hu et al. (2021) with data collected in
2017, chloroquine appeared among the pharmaceutical compounds identified with the highest relative abundance (1x10°) in effluents, surface
waters, wastewater and in tap water identified through high-resolution mass spectrometry. This may be related to being one of the countries with
the highest incidence of malaria (WHO, 2020) and suggests that this compound was mainly from inefficient treatment processes in Wastewater
Treatment Plants (WWTP).

Nason et al. (2021) monitored during the first wave of COVID, through liquid chromatography - high resolution mass spectrometry, elevated
concentrations of hydroxychloroquine close to 50 pg L™ in the primary sludge of a WWTP in the third week after implementing the United States
Emergency Use Authorization, demonstrating its intense occurrence during the pandemic. That could be explained by 483,425 excess fills of
hydroxychloroquine/chloroquine during the ten-week period in 2020 compared with 2019 (+848.4% increase) (Vaduganathan et al., 2020).
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In Europe, studies have reported a notable increase in hydroxychloroquine consumption in
Athens, Greece, from 12 g day ' to 57 g day ! according to data published in the first months
of the pandemic revealed by wastewater-based epidemiology (Galani et al., 2021). In the same
way, the region of Lombardy, Italy, reached levels of up to 1.7 ug L™ (Cappelli et al., 2022)
while in Vitdria-Gasteiz, Spain, reached 0.071 pg L™ in wastewater (Domingo-Echaburu et al.,
2022).

These data demonstrate that some regions where the use of aminoquinolines was not
frequent before the pandemic as an anti-inflammatory or antimalarial, had a rapid and
significant growth during 2020, which given their chemical characteristics may be concentrated
in water bodies. Similar to Nigeria, the chronic concentration of aminoquinolines in Brazilian
waters may have increased dramatically during the pandemic since sales of hydroxychloroquine
grew by 113%, from 963,000 in 2019 to 2 million units in 2020, according to the Federal
Pharmacy Council (CFF, 2001) (Ruiz et al., 2021), but no data were found to compare the
concentration in water before and during the pandemic. In this context, the estimates of
predicted environmental concentrations (PECs) come as a practical approach to estimate the
level of drug concentration in an aquatic environment (Franquet-Griell et al., 2015; Kumari and
Kumar, 2021) when data on concentrations detected in water are unfeasible.

3.3. Estimates of Predicted Environmental Concentrations (PECs)

The aminoquinolines have a long half-life, the environmental emission is spread over
several days, and, consequently, the PEC calculation depends on the use regime (dose, interval
and duration of treatment) and removal rate in the wastewater treatment units to obtain a
predicted concentration in the receiving water body (Tarazona et al., 2021).

Thus, estimates of PECs during the pandemic were revised (Table 2) for the worst realistic
scenario with the whole population of a metropolitan area of Spain, assuming that 25% of the
excreted drug was retained in the WWTP (Tarazona et al., 2021). There was an estimate
assuming 100% of the population treated and considering an effective drug removal rate in the
WWTP of 63% (Kuroda et al., 2021). There was also an estimate with the elderly population
(over 65 years old) in the United States affected by COVID-19, considering the removal rate at
the WWTP as a standard value of 50% due to lack of data in the literature (Kumari and Kumar,
2021).

Table 2. Predicted Environmental Concentrations (PECs) during the COVID-19 pandemic in

wastewater and environmental waters.

PEC Raw PEC PEC
Drug Wastewater Secondary Surface Reference
(mgL™) Effluent water
(mg L™) (mg L)
1.20 06 0.06 Tarazona et al.(2021)
4
Chloroquine 857 x 10°® 32 x10° 3.2x10°% Kuroda et al. (2021)
378 x 10 Kumari and Kumar(2021)
150 11 0.12 Tarazona et al.(2021)
2
Hydroxychloroquine
833 x 10°® 783 x 10°® 78.3 x 10 Kuroda et al. (2021)

Even though the consumption level of hydroxychloroquine observed in surface water by
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Nason et al. (2021), Galani et al. (2021) Cappelli et al. (2022) and Domingo-Echaburu et al.
(2022) was increased during 2020, it remained lower than the PECS in raw wastewater.
However, it is not yet known whether these PECs concentrations can be obtained considering
areas without sanitation coverage as a realistic worst-case, while the drug removal value after
passing through the WWTP may vary depending on the system adopted by it.

Data from 2018 indicate that almost half of the Brazilian population does not have access
to sewage collection, only 46% of collected sewage is treated (Farias et al., 2020), and in many
municipalities, it is common to see raw sewage discharges directly into water resources
(Montagner and Jardim, 2011). Moreover, the conventional processes used in WWTPs were
not designed to eliminate drug residues, which has already been corroborated by occurrence
data obtained in Brazilian research (Sodré et al., 2010; Reis et al., 2019; Santos et al., 2020)
explained by both the higher consumption and the intense release of sewage into water bodies.

Furthermore, the metabolite desethyl chloroquine generated by the degradation of
chloroquine can reach an environmental concentration of 13x10° mg L™ (Kuroda et al., 2021)
and desethyl hydroxychloroquine, the main metabolite of hydroxychloroquine, does not appear
in any studies. Both also do not have known aquatic toxicology, showing a gap regarding drugs.

3.4. Removal of aqueous matrices

As chloroquine and hydroxychloroquine have a very stable structure and occur at
extremely low concentrations, their removal is challenging (Archer et al., 2017). Thus, several
promising proposals for the degradation of these drugs with concentrations similar to those in
the environment were tested, mainly taking into account the pandemic. Treatment of different
aqueous matrices (synthetic or real) containing CQ and HCQ has been carried out by
adsorption, photolysis, photocatalysis and oxidation. Many of these studies pointed out that the
molecule of drugs can be affected by pH, with the rate of degradation by the tested methodology
and is directly proportional to the increase in pH.

Batch adsorption of CQ by combining babassu coconut-activated carbon and graphene
oxide (GAC-GO) through the effect of ionic strength, simulating a real effluent, demonstrated
that the synthesized adsorbent has potential application for the treatment of effluents (Januério
et al., 2022). The adsorption of HCQ on Cystoseira barbata activated by HzPOs, the Agardh
biochar derived from algae biodiesel industry residues (Giimiis and Giimiis, 2021) and by
Algerian kaolin (Bendjeffal et al., 2021) proved to be stable, spontaneous sources and efficient.

Oxidation of CQ has been investigated by the reaction with Fe (V1) ferrate, it has been
shown to be rapidly responsive especially in the basic pH range and with increasing temperature
(Dong et al., 2022). Electro-Fenton oxidation from electrolyte oxidation on boron-doped
diamond (BDD) anode surface (Midassi et al., 2020) and photo-Fenton process on micro-sized
Fe-MOF sheet (Wang et al., 2022) were efficient approaches to promote the generation of
hydroxyl radicals from the catalytic decomposition of H202 by Fe 3" /Fe 2* in solution resulting
in a high efficiency of degradation and CQ removal. Electrochemical oxidation also efficiently
removed HCQ from the actual river water sample using BDD electrodes in studies carried out
by Araujo et al. (2022), and Bensalah et al. (2020) with the potential to be an excellent
alternative method to treat effluents contaminated with HCQ and its derivatives.

A peroxymonosulfate (PMS) activation system was also demonstrated using single cobalt
atoms (SA Co-NCzo)) as high-efficiency catalysts, which can efficiently degrade chloroquine
phosphate through a nonradical electron transfer pathway (Peng et al., 2022). The
photocatalytic activity of zinc oxide catalysts supported natural zeolite clinoptilolite, and the
synthesis heterogeneous structure of beta bismuth oxide by titanium oxide for HCQ degradation
also promoted the degradation of the drug (Silva et al., 2021; Kargar et al., 2021). The
photolysis of HCQ at high pH can be increased with the presence of humic acids, nitrate and
iron (I11) due to the formation of hydroxyl radicals and their attack on the HCQ molecule, but
in the presence of chloride, sulfate and bromide the photodegradation is inhibited (Dabi¢ et al.,



2019).

Biological systems were also analyzed in degradation. Examples were the use of melanin-
encapsulated Escherichia coli for continuous removal of the pharmaceutical model chloroquine
in a membrane bioreactor-based process (Lindroos et al., 2019) and microbial degradation by
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, and Proteobacteria p, along with functional genes
related to pathways such as degradation and denitrification of phenylethylamine in salt water
(Hu et al., 2022).

Thus, the revised techniques promise to be more efficient to contain these micropollutants
than the systems adopted by Waste Water Treatment Plants (WWTP), such as activated sludge
and biological sewage purification, the most used processes in Brazil. The revised techniques
are more cost-effective and promote total destruction (mineralization) or produce less toxic
molecules, unlike methods such as activated carbon and ozonation (Margot et al., 2013;
Lindroos et al., 2019).

3.5. Chloroquine ecotoxicity in aquatic organisms

Thus, the aquatic ecotoxicological information available to date on chloroquine is limited
to a few studies on acute oral toxicity in fish, cladocerans, plants, algae and bacteria, and
sublethal effects on fish and mussels (Zurita et al., 2005; Moore et al., 2007; Rendal et al.,
2011; Ramesh et al., 2018; Dauvis et al., 2020). While for hydroxychloroquine there are reports
of ecotoxicological effects on nematodes, fish, and amphibians (Table 3). Chloroguine and
hydroxychloroquine are persistent at maintaining their active properties until the desired effects
are achieved (Mezzelani et al., 2016). Thus, they can assume high concentrations in organs such
as kidneys and liver, as well as having an impact on neurological symptoms (PIM, 1994;
PUBCHEM, 2022b) as demonstrated by biomarker changes.

The bioassay review using biomarkers demonstrated how these can be considered early
warning signs in the field of environmental risk assessment revealing the health status of an
organism, population and ecosystem (Gavrilescu, 2015). This can help to reproduce and
understand possible environmental scenarios related to the indiscriminate use of drugs in 2020.
A reflection of that was the concentration observed in surface water by Nason et al. (2021),
Cappelli et al. (2022) and Domingo-Echaburu et al. (2022), which promotes changes in
biomarkers of oxidative stress, neurotoxicity (acetylcholinesterase and neuromasts), decreased
levels of total proteins and death in vertebrates (MacPhee and Ruelle, 1969; Luz et al., 2021,
Mendonca-Gomes et al., 2021).

Considering the revised effective concentrations, the sensitivity of the test systems
decreased as follows for chloroquine molluscs > plants > cladocerans > algae > fish > bacteria.
This relationship was similar to other drug sensitivity tests with the highest sensitivity for
freshwater arthropods and lowest sensitivity for proteobacteria (Calleja et al., 1994; Lilius et
al., 1994). However, conflicting results on toxicity in different fish species have been published,
with mortality at 0.0063 mg L™t CQ for salmon (MacPhee and Ruelle, 1969) and only behavioral
changes in rainbow trout with 0.12 mg L™* CQ in 24-h (Tojo et al., 1993).

When compared to hydroxychloroquine, this was more toxic to fish at the same
concentration as chloroquine in the morphological modification of lateral ciliate cells (Davis et
al., 2020). A Brazilian study with an environmentally relevant concentration of
hydroxychloroquine and, especially, when combined with azithromycin (administered together
in COVID-19 treatment), demonstrating that the combination of these drug classes may also
lead to a greater expression of toxicity in fish and amphibians (Mendonga-Gomes et al., 2021,
Luz et al., 2021). Studies with native species, such as the Physalaemus cuvieri (Brazil) is an
example emphasize the importance of knowing the sensitivity of species with wide occurrence
in the national territory and that may have suffered from the still unknown environmental
exposures of the drugs that was used indiscriminately during the pandemic.
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Table 3. Chloroquine and hydroxychloroquine concentrations in studies that had significant marker changes compared to drug-free controls.

Drug Organism Duration Concentration Toxic effect Reference
Chlorella vulgaris 48-h 27mgL? Growth inhibition Zurita et al. (2005)
Increased alanine and aspartate aminotransferase; Ramesh et al
Cyprinus carpio 96-h 31.32mg mL* decreased lactate dehydrogenase; histopathological (2018) '
changes; death
Danio rerio 24-h 31.9mg Lt  Cellloss lateral line ciliates Davis et al. (2020)
. 4-30mgL* I
Daphnia. magna 48-h g Immobilization Rendal et al. (2011)
(pH7-9)
Daphnia. magna 48-h 9mg L*? Immobilization Zurita et al. (2005)
Chloroquine Mytilus edulis 120-h 2mg L? Decreased lysosomal function Moore et al. (2007)
Oncr?]l;li:()ilgé:hus 24-h 0.12mgL*  Behavioral changes Tojo et al (1993)
Oncorhynchus 4 MacPhee and Ruelle
kzsutch 24-h 0.0063mg L™* Loss of balance and death (1969)
Poeciliopsis lucida 48-h 43 mg L? Decreased lysosomal function Zurita et al. (2005)
_ -1
Salix viminalis 67-h  ° (p3: g‘_ggg Transpiration inhibition Rendal et al. (2011)
Vibrio fischeri 48-h 126 mg L? Luminescence inhibition Zurita et al. (2005)
Decreased levels of total proteins and neuromasts of Mendonca-Gomes et
Danio rerio 72-h 0.0125mg L the head; oxidative stress; increased al (20219)
acetylcholinesterase (AChE) '
Cell | .
. Danio rerio 24-h 355mg L erioss Davis et al. (2020)
Hydroxychloroquine lateral line ciliates
. 4 Decline in the diversity of abundance and richness .
1
Marine nematodes 3.162mg L of sensitive species and favoring of tolerant species Alietal. (2021)
Physalaemus 79-h 0.0125 mg L™ Oxidative stress; decreased acetylcholinesterase Luz et al. (2021)

cuvieri

(AChE)
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Another important factor that increases the toxicity of chloroquine highlighted in the
studies by Rendal et al. (2011) is the influence of pH in alkaline medium (pH 9) compared to
acidic (pH 6) or neutral (pH 7) medium. Due to the pKa (10), pH can have a great influence on
the absorption and expression of its toxicity in alkaline aquatic environments, which must be
between 6.5 to 8.5 (USEPA, 1996), or 6 to 9 in Brazil, to protect aquatic life (CONAMA, 2005).
According to Esteves (2011), the pH in Brazilian rivers is quite wide, tending to be slightly
alkaline due to the presence of carbonates and bicarbonates, representing an environmental risk
by the toxicity of chloroquine.

Sublethal effects were demonstrated after thirty-five days of exposure with changes in
aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and lactate dehydrogenase enzymes that
are usually present in the heart, liver, kidney, aminoquinoline accumulation sites (Ramesh et
al., 2018) in which there are effective markers to analyze chemical toxicity for their rapid
response and for being involved in the metabolism of proteins and carbohydrates, in addition
to serving as stress indicators (Abhijith et al., 2016; Gora et al., 2018). In the study by Ramesh
et al. (2018), the increase in changes in gill, liver and kidney tissue of carp by chloroquine was
correlated over time. The reduction in lysosomal function was also a biomarker responsive to
acute exposure at higher concentrations and, mainly, to chronic exposure, directly affecting the
health of the organism due to the characteristic lysosomotropic agent of chloroguine (Meshnick,
1990).

The most responsive biomarkers in acute exposure were changes in acetylcholinesterase
(AChE) activity in the mediation of the neurotransmitter acetylcholine and the reduction in fish
head neuromasts, impacting the neurotoxic effect together with other metabolic dysfunctions
such as the reduction of total protein levels and oxidative stress after three days of exposure to
hydroxychloroquine at concentrations from 0.0125 mg L™ (Mendonga-Gomes et al., 2021).
Other metabolic dysfunctions were reduced total protein levels and oxidative stress seen in
hydrogen peroxide (H202) production, reactive oxygen species (ROS), nitrite (NO2.),
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT). Thus, hepatic Cytochrome P450 activity (CYP450), responsible for the
biotransformation of aminoquinolines, is a crucial marker of susceptibility to be evaluated as it
determines the abilities of antioxidants for the detoxification of organisms (Burkina et al., 2015;
Mendonca-Gomes et al., 2021) and should be tested after exposure of the animals over time to
understand under which conditions it becomes unresponsive, leaving the organisms susceptible
to diseases.

Concerning the environmental assessment for water pollution monitoring, the Predicted
No-Effect Concentration (PNEC) is estimated using the limit concentration in surface waters in
which adverse health effects are not expected over time divided by a factor of assessment for
intraspecific or interspecific extrapolation (Schwab et al., 2005). For chloroquine, studies show
that even at low residual concentrations it can result in toxic effects on biota health. Tarazona
et al. (2021) estimated a PNEC value of 0.12 mg L for aquatic organisms, considering data
from the taxonomic groups of algae, cladocerans, mussels and fish, while Kuroda et al. (2021)
estimated an even lower value of 3.7x10* mg L. For hydroxychloroquine, the concentration
was estimated to 7x10° mg L™ from 8.5 x102 mg L* (Cappelli et al., 2022; Domingo-Echaburu
et al., 2022). This difference in the assessments can be explained by the variation in the input
parameters used in the PNECs for risk estimates; however, they do not change the
ecotoxicological risks (Kumari and Kumar, 2021).

Although there is no specific study on the xenobiotic incorporated in the trophic chain, it
is interesting to note that the repercussion of toxicity extends from primary producers,
consumers, and decomposers, affecting the entire aquatic ecosystem and eventually the animals
that feed on it. Fish and other seafood sources can be easily contaminated by aminoquinolines
due to their bioaccumulative potential, as can be seen by Ali et al. (2021) for the nematode
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community, which may be a route to human exposure to residues, concomitant with the
consumption of contaminated water (Kumari and Kumar, 2021). Other concern is water
stresscaused by aminoquinoline residues present in untreated wastewater or without adequate
treatment to remove the drugs, which are commonly used by developing countries in
irrigationfor crop cultivation (Yasmeen et al., 2014), despite being a practice that poses risks
to health and the environment, as seen for Vigna Radiata, which can lead to the production
of oxidativefactors, impacting productivity (Al-Mentafji, 2021).

It is also highlighted that pharmaceutical pollution in water during the pandemic can
generate resistance to a number of diseases (Horn et al., 2020). In the case of chloroquine,
somestrains of Plasmodium, the etiological agent of malaria, already show chloroquine
resistance inthe treatment of the disease in which the drug has a proven therapeutic potential
(Benelli and Mehlhorn, 2016) and its availability in water can further aggravate this situation.
It also presentstoxicity to predators of its Anopheles stephensi vector, in the aquatic phase of
its life cycle, disfavoring biological control (Murugan et al., 2016).

Considering that aquatic organisms are often exposed to contaminants in their natural
environment, this can lead to changes in their physiology and homeostasis by a complex set
ofadaptive responses that involve biochemical, metabolic and tissue changes. The main
scientificor technological contributions that can be made in question are the possibility of
knowing betterthe response of these organisms by interacting with the emerging contaminant
with a bioaccumulative tendency in the aquatic environment, aiming to establish proposals
for conservation and animal protection considering safe levels regarding contamination
environment and aquatic biota preservation, mainly in South America where its use has been
increasing in recent years.

3.6. Perspectives

There are still gaps to be understood regarding acute ecotoxicity with lethal (LCso) and
effective (ECso) concentrations for different taxa and species and, regarding sublethal
ecotoxicity, pathological changes that can be visualized through biomarkers. The desethyl
chloroquine and desethylhydroxychloroquine metabolites, together with the chloroquine
diphosphate and hydroxychloroquine sulfate (best selling formulation) with a molar mass
higher than original compounds, have little or unexplored ecotoxicity. It is often unclear in
thearticle which formulation of chloroquine the authors used so that they do not yet support
discussions comparing chloroquine compounds, although phosphate salt is categorized as
moretoxic due to the phosphoric acid groups in its molecule (PUBCHEM, 2022a). In
addition, morphological and behavioral changes of the animals can also be observed during
the experiment as they can be one of the first signs of change that can be identified in an
environment, which demonstrated a pathological condition in the individuals (OECD, 2019;
Ramesh et al., 2018; Tojo, 1993).

The results can be extrapolated to the environment as vertebrates used in toxicological
tests, such as some fish species already standardized for these studies, can have up to 70%
homology with the human genome and including genes associated with human diseases
(Howeet al., 2013). Therefore, it is essential to understand how the characteristics, including
morphology, physiology, behavior and life habits of an organism, mediate susceptibility to
wide-ranging environmental change.

Despite limited data on toxicity to aquatic wildlife, Zurita et al. (2005) were able to
classify chloroquine as “R52/53 Harmful to aquatic organisms and may cause long-term
adverse effectsin the aquatic environment”. Thus, chloroquine currently belongs to the
hazardous substances database (N° 3029), as it has toxicity to human and animal health
proven in studies (PUBCHEM, 2022b). As alternatives, it is important for the use of effluent
treatment technologies that are economical and with less risk of generating long-term
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repercussions (Pacheco et al., 2021), such models should receive more attention and
planning for implementation considering the urgency of mitigating pharmaceutical residues
in water,especially in epidemiological scenarios and without effluent treatment.

4. CONCLUSION

Chloroquine and hydroxychloroquine may be available in water bodies to aquatic biota
and their concentration may have increased during the pandemic period due to extensive use
and low removal in WWTPs. Once the aquatic biota is available, even at low residual
concentrations, it can reach non-target organisms, generating an ecotoxicological risk that
canhave toxic effects such as morphological, physiological, behavioral and population
changes leading to the death of individuals. Factors such as the more alkaline pH of the rivers
and the association with other drugs such as indiscriminate use of azithromycin were
attributed to the greater expression of drug toxicity.

More studies are needed to detect drugs and metabolites in water and refine
quantificationon an environmental scale, as well as to investigate biota hazards based on
environmentally relevant concentrations, taking into account locations without access to
wastewater treatment as worst-case scenarios. Ecotoxicity tests with native species and with
high sensitivity to the pollutant can help to understand and extrapolate the toxic effects to the
local aquatic ecosystem.Long-term toxicity effects, exploring effect biomarkers, exposure
and susceptibility,morphological and behavioral changes, including drug derivatives, will
provide important datafor the discussion and these are the proposals raised by this study.

Thus, it is urgent to adopt efficient methods to contain pharmaceutical micropollutants
in wastewater and surface water, as these will not only be available to aquatic biota, but to
the human population, which may cause public health problems that are still uncertain.
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Capitulo 2. Utilizacdo de biomarcadores bioquimicos para avaliar a toxicidade de

Difosfato de Cloroquina em Danio rerio

RESUMO GRAFICO

Cérebro + GC, TBARs

t PT, TG, GST, PCO

| PT, 6C:T6

" 4 AST, ALT, ALP, LDH, GST, TBARs,
PCO, Ig

Fonte: Autora (criado com BioRender.com)
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RESUMO

Os biomarcadores bioquimicos sdo importantes em estudos ecotoxicoldgicos, sendo uma forma
de avaliar os impactos do Difosfato de Cloroquina (DCQ) no ambiente, pois permitem detectar
alteragdes biologicas precocemente em animais aquaticos. Este medicamento ¢ utilizado no
tratamento de doengas como a maléria e doengas autoimunes, mas seu uso envolvido e descarte
inadequado levam a contaminagdo ambiental. O objetivo desse estudo foi avaliar as altera¢des
em biomarcadores bioquimicos no corpo, muco e cérebro de peixe-zebra (Danio rerio) adulto,
apds a exposicao cronica de 21 dias, utilizando concentragdes de DCQ relatadas em aguas
superficiais e residuais (0,6; 1,8; 5,4; 16,2 ¢ 48,6 ug/L) e o controle sem o fairmaco. Para realizar
as analises bioquimicas foram utilizados 8 animais de cada grupo com a leitura das absorbancias
em espectrofotdmetro. Os dados foram comparados estatisticamente entre o controle e os
grupos expostos, utilizando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn, no
software PAST®. Os peixes expostos apresentaram diminuigdo de proteinas totais, glicose e
triglicerideos nas concentragdes mais elevadas como compensagao energética pelo aumento na
atividade das enzimas alanina aminotransferase (AST), aspartato aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (ALP), lactato desidrogenase (LDH) e glutationa S- transferase (GST). Os
niveis aumentados de proteinas carboniladas (PCO) a partir de 0,6 pug/L e substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARs) em 1,8 pg/L, sugerem estresse oxidativo devido ao
desequilibrio redox promovido pelo farmaco. No muco houve um aumento de imunoglobulinas
(Ig) em 5,4 e 48,6 png/L, sugerindo uma resposta adaptativa a exposi¢ao de DCQ. No cérebro o
aumento de proteinas totais e triglicerideos nas concentragdes mais altas, o aumento da GST e
PCO em 1,8 pg/L, e a diminuigdo da glicose em 48,6 pug/L e TBARs a partir de 5,4 ug/L,
evidenciaram que o farmaco alterou a homeostase do 6rgdo. A andlise de componentes
principais (ACP), demonstrou que os biomarcadores mais responsivos a exposi¢cao de DCQ
foram enzimas AST e GST no corpo e 0o TBARs no cérebro, enquanto a concentracao 1,8 pg/L
esteve correlacionada ao dano oxidativo de proteinas e lipideos no corpo € no cérebro. A
inovagdo deste trabalho estd em demonstrar que as concentragdes ambientais DCQ causam
alteragdes significativas em biomarcadores bioquimicos no peixe-zebra, revelando estresse
oxidativo e respostas adaptativas, o que contribuem para a compreensdo dos efeitos toxicos

desse poluente emergente.

Palavras-chave: Metabolismo, biomarcadores de exposi¢ao, ACP.



49

ABSTRACT

Biochemical biomarkers are important in ecotoxicological studies, being a way to assess the
impacts of Chloroquine Diphosphate (CQD) on the environment, as they allow early detection
of biological changes in aquatic animals. This drug is used to treat diseases such as malaria and
autoimmune diseases, but its involved use and improper disposal lead to environmental
contamination. The objective of this study was to evaluate the changes in biochemical
biomarkers in the body, mucus and brain of adult zebrafish (Danio rerio) after chronic exposure
of 21 days, using CQD concentrations reported in surface and wastewater (0.6; 1.8; 5.4; 16.2
and 48.6 pg/L) and the control without the drug. To perform the biochemical analyses, 8 animals
from each group were used and the absorbance readings were performed in a
spectrophotometer. The data were statistically compared between the control and exposed
groups using the nonparametric Kruskal-Wallis test with Dunn's post-test in the PAST®
software. The exposed fish showed a decrease in total proteins, glucose and triglycerides at the
highest concentrations as energetic compensation for the increase in the activity of the enzymes
alanine aminotransferase (AST), aspartate aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase
(ALP), lactate dehydrogenase (LDH) and glutathione S-transferase (GST). The increased levels
of carbonyl proteins (PCO) from 0.6 ug/L and thiobarbituric acid reactive substances (TBARs)
at 1.8 pg/L suggest oxidative stress due to the redox imbalance promoted by the drug. In the
mucus, there was an increase in immunoglobulins (Ig) at 5.4 and 48.6 pg/L, suggesting an
adaptive response to CQD exposure. In the brain, the increase in total proteins and triglycerides
at the highest concentrations, the increase in GST and PCO at 1.8 pg/L, and the decrease in
glucose at 48.6 pg/L and TBARs from 5.4 pg/L, showed that the drug altered the organ's
homeostasis. Principal component analysis (PCA) demonstrated that the biomarkers most
responsive to CQD exposure were AST and GST enzymes in the body and TBARS in the brain,
while the concentration 1.8 pg/L was correlated with oxidative damage of proteins and lipids
in the body and brain. The innovation of this work is to demonstrate that environmental
concentrations of CQD cause significant changes in biochemical biomarkers in zebrafish,
revealing oxidative stress and adaptive responses, which contribute to the understanding of the

toxic effects of this emerging pollutant.

Keywords: Metabolism, exposure biomarkers, PCA.
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1. INTRODUCAO

A pandemia da COVID-19 trouxe desafios globais significativos, incluindo impactos
sobre o meio ambiente. Entre esses, destaca-se a polui¢dao por farmacos, como o Difosfato de
Cloroquina (DCQ), que tem potencial para afetar a biota aquatica. Esses compostos podem
entrar nos ecossistemas aquaticos e causar alteracdes fisioldogicas nos organismos. Assim,
estudos ecotoxicologicos sdo essenciais para estimar concentragdes ambientalmente relevantes
e avaliar os efeitos potenciais desses farmacos nos ecossistemas.

Para a avaliacdo ambiental, os biomarcadores podem fornecer informagdes sobre os
efeitos bioldgicos de um contaminante, entre eles as alteragdes bioquimicas sdo comumente
utilizadas como marcadores pois respondem rapidamente a produtos quimicos (Viarengo et al.,
2007; Kadim; Risjani, 2022). Os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos:
exposicdo (confirma a exposi¢do individual ou grupal para uma substancia), efeito (efeitos
adversos a saude decorrentes da exposi¢ao a uma substancia) e suscetibilidade (refletem a
predisposicdo genética ou fisioldgica de um organismo em reagir a exposi¢ao) (Amorim, 2003;
Liet al., 2023). Como exemplo, temos produtos metabdlitos, imunologicos e enzimas, além de

produtos do estresse oxidativo, relacionados a exposi¢do ao poluente (Figura 1).

BIOMARCADORES AMBIENTAIS

EXPOSICAO EFEITO SUSCEPTIBILIDADE

ESTRESSE OXIDATIVO IMUNOLOGICOS METABOLICOS ENZIMATICOS SUSCEPTIBILIDADE
- Proteinas Carboniladas ~ Imunoglobulinas - Proteinas totais - Aminotransferases  Glutationa-S-
- TBARs - Carboidratos - Fosfatase alcalina  transferase
- Triglicerideos - Lactato
desidrogenase

Figura 1. Classificacdo dos biomarcadores que foram selecionados para essa pesquisa.

Fonte: Autora.

Os parametros metabdlicos, como proteina total, glicose e triglicerideos, sdo
biomarcadores frequentemente utilizados para examinar o estado nutricional e saude dos peixes
(Olivares-Rubio; Vega-Lopez, 2016; Kroon et al., 2017). As proteinas sdo moléculas
importantes envolvidas principalmente nas fun¢des estruturais, enzimaticas e de transporte
celular (Valerio-Garcia et al, 2017), também ¢ empregada como biomarcador
imunobioquimico e pode ser modulada sob estresse de diferentes compostos quimicos, ou

xenobioticos (Khen ef al. 2016). Enquanto o triglicerideo e a glicose sdo essenciais para
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fornecer energia celular, inclusive como compensagdo em situagao de estresse oxidativo (Atli
et al., 2015; Olivares-Rubio; Vega-Lopez, 2016; Magalhaes et al., 2020).

As enzimas metabdlicas como as enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e a lactato desidrogenase (LDH), sao
indicadores importantes da satide dos peixes, uma vez que esses, quando expostos a estressores,
modulam e ajustam seu metabolismo (Malarvizhi et al., 2012). A ALP, a AST e a LDH sao
encontradas no coragdo, figado, rim, musculo esquelético e eritrocitos, sendo muito utilizadas
como marcadores de alteracdes patoldgicas do 6rgdo, pois respondem rapidamente a quimicos
(Ramesh et al., 2014) por estarem envolvidas no metabolismo de proteinas e carboidratos, além
de servirem como indicadores de estresse (Abhijith ez al., 2016; Gora et al., 2018).

A fosfatase alcalina (ALP), outro biomarcador enzimatico metabodlico, esta envolvida
na absor¢do de nutrientes e na sintese de proteinas, além de estar intimamente associada ao
crescimento de organismos aquaticos e ao sistema imunolédgico (Wu et al., 2019), atuando na
defesa contra patdégenos invasores com aumento nas taxas de fagocitose e biodegradacao
(Gisbert et al., 2018; Xia; Wu 2018; Chen et al., 2021).

Além desses biomarcadores, outros em ascensdo vem sendo utilizados em estudos sobre
o papel imunoldgico do muco dos peixes (Peatman et al., 2015; Dash et al., 2018). Isso porque
no muco dos peixes contem linfécitos B que produzem localmente imunoglobulinas (Igs),
principalmente IgMs tetraméricas, em vez de representarem transudados do plasma (Rombout
et al., 1993; Zhang et al., 2010; Segner et al., 2012). Essa producao ¢ estimulada devido a
diferentes perturba¢des ambientais que afetam o equilibrio entre as Igs e a microbiota dos
peixes, bem como a qualidade da agua e a presenca de substancias toxicas. Assim, compreender
a causa desses disturbios, possibilita estudos que proponham intervengdes e previnam
desequilibrios de Ig protegendo a satide dos peixes (Salinas ef al., 2021).

A toxicidade dos farmacos também induz impactos estressantes em peixes causando
liberacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) com prejuizos na imunidade
celular, aumentando a suscetibilidade a doengas e patogenos (Ellis et al., 2011; Silvestre, 2020).
As respostas de estresse oxidativo podem ser avaliadas quanto a produgdo de proteinas
carboniladas (PCO), producdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs) e na
atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST). A formac¢ao de PCO ¢ um indicador de
dano oxidativo as proteinas enquanto o TBARs esta relacionado ao dano lipidico, ja a GST ¢
uma enzima bem conhecida envolvida na protecdo contra o estresse oxidativo e em processos

de desintoxicagao (Parvez; Raissudin 2005; Lushchak, 2016)
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O estresse oxidativo pode provocar danos diretos nas proteinas por modificagdo quimica
de aminoacidos nestas moléculas e podem dar origem a PCO (Lushchak, 2007; Fedorova et al.,
2014). A introducao de grupos carbonila (C=0O) nos residuos de aminoacidos ¢ uma
caracteristica de modificagdes oxidativas e os niveis elevados de PCO sdao geralmente
associados a niveis elevados de estresse oxidativo mostrando um resultado integrado do dano
oxidativo (Dalle-Donne et al., 2003; Pisoschi et al., 2021). Além das proteinas, produtos da
peroxidacao lipidica promovida por EROS sdo comumente analisados, sendo a avaliagao dos
niveis de dialdeido malénico ou malondialdeido (MDA) a principal. Frequentemente, o MDA
¢ medido devido a sua reagdo com o acido tiobarbitirico (TBA) para formar substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs), que também demonstra o estresse oxidativo
resultando na modificacao oxidativa de lipidios (Lushchak, 2016).

A glutationa S-transferase (GST) catalisa a conjugacdo de uma ampla gama de
compostos, como produtos farmacéuticos, ¢ compostos enddgenos incluindo produtos de
peroxidagao lipidica e produtos do estresse oxidativo, isso porque ¢ uma das principais enzimas
que medeiam a fase II da desintoxicacao celular (Glisic et al., 2015). A catalise envolve o ataque
nucleofilico do atomo de enxofre da glutationa reduzida (GSH) ao substrato (composto original
ou metabolito), reduzindo sua reatividade e aumentando sua solubilidade em agua, facilitando
a eliminagdo por meio de transportadores de efluxo (Mannervik et al., 1985; Sau et al., 2010;
Mannervik, 2023).

O Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ particularmente vulnerdvel aos efeitos deletérios
do estresse oxidativo, devido a niveis elevados de oxigénio quando comparado a outros 0rgaos,
presenca de acidos graxos insaturados e alto teor lipidico, sendo alvo de espécies reativas de
oxigénio, além de possuir baixa concentracdo de defesas antioxidantes (Salim, 2017). Nesse
sentido, o peixe-zebra (Danio rerio) ¢ ideal para pesquisas sobre estresse, pois reflete mudancas
comportamentais e fisioldgicas quando exposto a agentes estressores, tanto em laboratério
quanto no ambiente (Williams et al., 2017).

Utilizar o D. rerio como espécie modelo pode ajudar a identificar biomarcadores
responsivos a exposicao ao DCQ, facilitando futuros programas de monitoramento ambiental.
Isso se deve a facilidade de administrar medicamentos e produtos quimicos soluveis em agua a
esses peixes, a sua genética bem conhecida e a extensa base de dados (Keller; Keller, 2018). A
atividade de metabolitos e enzimas pode ser comparada ao grupo controle por
espectrofotometria, permitindo a andlise de concentragdes ndo letais que possam causar

disfungdes fisiologicas.
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Diante do exposto, a hipotese deste estudo € que a exposi¢do cronica ao DCQ, em
concentragdes encontradas no ambiente, vai alterar os biomarcadores metabolicos, enzimaticos,
imunologico e de estresse oxidativo em peixe-zebra (Danio rerio) e fornecera dados sobre a

ecotoxicidade deste farmaco.

2. OBJETIVOS
Este estudo avaliou a toxicidade cronica do Difosfato de Cloroquina, no peixe modelo

de agua doce, Danio rerio, utilizando biomarcadores bioquimicos como endpoints.
Os objetivos especificos foram:

I.  Quantificar a concentragdo de Difosfato de Cloroquina na dgua de exposic¢ao;

II.  Determinar a(s) concentracao(des) em que o farmaco altera proteinas, carboidratos e
triglicerideos;

III.  Definir a(s) concentragdo(des) em que o farmaco modifica a produgdo de
imunoglobulina (Ig) no muco.

IV.  Estabelecer a(s) concentragao(des) em que o farmaco altera a atividade das enzimas
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(ALP), e lactato desidrogenase (LDH);

V.  Determinar a(s) concentragdao(des) em que o farmaco promove o estresse oxidativo por
meio da producdo de proteinas carboniladas (PCO) e espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARs), bem como na atividade da enzima glutationa S-transferase
(GST);

VI.  Indicar os biomarcadores mais responsivos a exposicao do farmaco para o cérebro e

corpo.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

O teste de exposi¢do com os peixes Danio rerio foi realizado no Laboratorio de
Toxicologia de Contaminantes Ambientais e Histopatologias (LATHIS) do Instituto de Ciéncia
e Tecnologia de Sorocaba da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP
ap6s homologada a licenga pelo Comité de Etica de Pesquisas em Animais (CEUA) (Anexo I)
e as andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Biomarcadores (LaBioM) da
Universidade Federal de Sao Carlos UFSCar, Campus de Sorocaba apds homologada a licenca

pelo Comité de Etica de Pesquisas em Animais (CEUA) (Anexo II).
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3.2 OBTENCAO E UTILIZACAO DO FARMACO

O Padrao Analitico do sal Difosfato de Cloroquina (CigH26CIN3-2H3PO4; CAS: 50-63-
5) foi adquirido pela Sigma-Aldrich® para a realizacio dos testes contemplando concentragdes
ambientais para o farmaco na agua superficial anterior a pandemia de 0,6 pg/L(Olaitan et al.
2014) e durante a pandemia de 1,8; 5,4; 16,2 e 48,6 ug/L (Marques et al., 2023; Domingo-
Echaburu et al.,, 2022; Cappelli et al., 2022; Nason et al. 2021), adotando a progressao
volumétrica de razao 3. As solugdes-teste nas concentragdes escolhidas foram preparadas por
diluicdo de uma solugdo estoque de 5.000 pg de Difosfato de Cloroquina em 1L de agua

deionizada misturadas no baldo volumétrico.

3.3 MANUTENCAO DO PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)

Espécimes de D. rerio (205 animais), com comprimento (2-3 cm), peso médio (0,3 g) e
idade semelhantes (10-16 semanas), correspondendo a individuos adultos (Maack; Segner,
2003), foram obtidos em um comércio de Sorocaba, acondicionados em sacos plasticos com
capacidade de 80 L e imediatamente transportados para o Campus de Sorocaba da UNESP,
onde os experimentos foram conduzidos (Figura 2). No Laboratorio de Toxicologia de
Contaminantes Ambientais e Histopatologias (LATHIS), os animais foram aclimatados durante
15 dias em aquarios de 30 L dotados de circulagdo continua (1,2 L/h) de dgua reconstituida
(Anexos III e IV), aeragdo constante, pH 7 = 0,2; dureza 44 + 4 mg CaCOs L!; condutividade
227 £ 22 pS/cm; oxigénio dissolvido 5 mg/L; temperatura 26°C + 1°C, amonia <0,011 ppm,
atendendo os pardmetros de 4gua adequados e critérios de qualidade do lote seguindo as normas
da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) n. 203 (OECD,

2019) com menos de 5% de mortalidade durante o periodo.

Figura 2. Aclimatacao do lote de peixes utilizado nos testes no LATHIS. (A) primeiro dia, (B)
15° dia.
Fonte: Autora
Ap6s a aclimatagao, foi realizado o teste de sensibilidade 48 horas baseado na Norma

NBR 15499 para substancia de referéncia Cloreto de Sédio (NaCl) (ABNT, 2022). As dilui¢des
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foram feitas a partir de uma solugao-estoque de 100g/L,de NaCl em 4gua reconstituida em cinco
concentragdes (5; 7,5; 11,25; 16,88; 25,32 g/L de NaCl) e o controle sem o sal, contendo cinco
animais em cada. O teste foi realizado em réplica, sendo a concentracdo letal a 50% dos
organismos (CLso) em um periodo de 48 h calculada (Anexo V).

O ensaio de toxicidade cronica foi realizado baseado no protocolo 123 da OECD
(OECD, 2009) com adaptacdes para coleta bioquimica, utilizando como agente téxico o
Difosfato de Cloroquina. Noventa e seis peixes adultos saudaveis (ou seja, com movimentos
normais de natacao e sem deformidades morfoldgicas ou lesdes aparentes) foram distribuidos
em cinco grupos experimentais e controle (n = 16 peixes/grupo; 4 réplicas).

O periodo de exposicao teve duracao de 21 dias (com renovagao total da solucdo teste
a cada 48 h). Os animais foram mantidos em tanques (2 L), alimentados com ragdo comercial
para peixes Tetramin® (97% de proteina bruta) duas vezes ao dia. A temperatura foi mantida
em 26°C £ 1°C e o fotoperiodo de 12:12 (12 horas claro/ 12 horas escuro), enquanto a média
dos parametros da 4gua monitorados durante o teste foram: pH 7 + 2, dureza 44 + 4 mg CaCOs
L', condutividade 227 + 22 uS/cm, oxigénio dissolvido 6 + 1 mg/L, aménia <0,011 ppm.

Uma solugdo estoque de Difosfato de Cloroquina a 5000 pg/L foi preparada com 4gua
destilada, com diluicdes em fator 3 (0,6; 1,8; 5,4; 16,2 e¢ 48,6 pg/L) contemplando
concentragdes ambientais reais durante a pandemia. Os grupos foram expostos a agua
reconstituida sem cloro contendo as diferentes concentragoes de DCQ. No grupo controle,

peixe-zebra foram mantidos apenas em agua reconstituida sem cloro (Figura 3).

—
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0 h Inicio da n
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1 0,6neL  1,8ugl  5,4nel  16,2vel  48,6msl

Numero de réplicas i
21 dias

% j Controle Coleta de amostras
/]

(tecidos)
@ Exposto
Analises bioquimicas e estatisticas J]

n= 48 peixes (8 por condicdo experimental)

Figura 3. Desenho experimental da exposicdo da espécie Danio rerio as diferentes
concentracdes de Difosfato de Cloroquina (Ci1sH26CIN3.2H3PO4) para as analises bioquimicas.

Fonte: Autora.



56

3.4. ANALISE DA AGUA DE EXPOSICAO LC-MS/MS

As andlises das amostras de aguas da exposicdo foram feitas no Laboratério de
Fisiologia de Plantas sob Estresse (LFPE) da Universidade Federal do Parand, e a extracdo da
DCQ seguiu o protocolo descrito por e Marques et al. (2024) (Anexo VI). A quantificacdo da
Cloroquina seguiu o método descrito por Omotola e Olatunji, (2020) utilizando Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS). O sistema compreende um
espectrometro de massa triplo quadrupolo Xevo TQD (Waters) com uma fonte de ionizacgéo por
eletrospray (ESI) acoplada a um HPLC Varian SYS-LC-240-E com amostrador automatico. As
andlises foram realizadas no modo de ions positivos ESI utilizando uma coluna ZORBAX SB-
C18 (Agilent, EUA) com dimensdes de 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,8 pm.

3.5 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Utilizando uma metodologia menos invasiva, o muco da pele dos espécimes de D. rerio
anestesiados foi coletado de acordo com o método de Palaksha et al. (2008) com algumas
modificac¢des de (Cerezuela ef al., 2016). Apos o periodo de exposicdo (21 dias), o muco foi
obtido dos animais anestesiados com benzocaina 0,01% por raspagem da superficie dorso-
lateral de cada individuo com uma espatula macia. A coleta foi feita com cuidado para evitar
a contaminagdo com sangue € excregdes urino-genitais e intestinais. O muco obtido de cada
animal foi diluido em 300 uL de solugdo salina tamponada com Tris (TrisHCI 50 mM, 150
mM NaCl) em pH 8. Posteriormente, foi feito uma unido das amostras (com dois individuos
por réplica), homogeneizou-se com ultraturrax IKA 10®, e centrifugou-se (1500 rpm, 10 min,
4 °C). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C até o momento de uso.

Apds a coleta do muco o animal foi eutanasiado por seccdo medular e o cérebro foi
separado do restante do corpo. O corpo e o cérebro dos peixes foram homogeneizados em
tampao fosfato-salina (PBS) pH 7,2, contendo NaCl 1,365 M, KC1 0,027 M, Na,HPO4 (7H>0)
0,054 M e KH2POq4, 0,018 M homogeneizador do tipo ultraturrax e centrifugados a 12.000
rpm por 5 min (a 4 °C). Os sobrenadantes foram separados em aliquotas e mantidos a -80 °C
para serem utilizadas nas diferentes andlises bioquimicas. Todas as analises bioquimicas

foram realizadas no espectrofotometro Biotec Synergy HTX Reader (Figura 4).
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Figura 4. Etapas para a realizacdo das andlises bioquimicas. 1) Homogeneizacdo do peixe
(corpo/cérebro) utilizando ultra-turrax. 2) As aliquotas sdo pipetadas em microplaca 96 pocos
contendo os reagentes para a reacao colorimétrica. 3) A microplaca é lida no espectrofotémetro
acoplado ao computador com a obtencdo das absorbancias.

Fonte: Autora (criado com BioRender.com).

3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS
A concentragdo de proteinas em cada amostra foi determinada pelo método de
Bradford (1976) que se baseia na interacao do corante coomassie brilliant blue com as cadeias
laterais basicas ou aromaticas das proteinas (Bradford, 1976). A albumina de soro bovino
(BSA, Sigma) foi utilizada como padrao proteico (Kruger, 2009). Desta forma, 10 pL do
sobrenadante de cada amostra foi pipetado em triplicata na microplaca de 96 pogos acrescido
de 200 pL da solugdo de Bradford. A média das absorbancias foi aplicada na equagdo da curva

da proteina e o resultado € expresso em mg/mL.

3.7 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

A concentracdo da glicose foi determinada pelo kit Labtest Ref. 133 com algumas
modificagdes. O método se baseia na oxidacao da glicose pela glicose oxidase com formagao
de perdxido de hidrogénio que reage com 4-aminoantipirina e fenol (agdo catalisada pela
peroxidase). A reacdo oxidativa ¢ detectada pela formacao de antipirilquinonimina vermelha
cuja intensidade de cor € proporcional a concentragdo da glicose na amostra. Assim, 2 pL da
amostra e 200 puL do reagente foram pipetados em triplicata, incubados por 10 minutos a 25°C
(temperatura ajustada para peixes) e lida a 505 nm. O calculo foi feito a partir da obtengado de

uma curva padrao de glicose e o resultado ¢ expresso em mg/dL.
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3.8 DETERMINACAO DE TRIGLICERIDEOS

A concentragdo de triglicerideos foi determinada pelo kit Labtest Ref. 87 com algumas
modificagdes. O método se baseia na hidrodlise dos triglicerideos liberando glicerol e acidos
graxos pela lipoproteina lipase. Os produtos sao convertidos, pela glicerolquinase, em
glicerol-3-fosfato o qual ¢ oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio na presenga
da glicerolfosfato oxidase. Em seguida ocorre uma reagdo de acoplamento entre peroxido de
hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma
quinoneimina de coloracao avermelhada que ¢ diretamente proporcional a quantidade dos
triglicerideos na amostra. Assim, 2 pL. da amostra e 200 pL do reagente foram pipetados em
triplicata, incubados por 10 minutos a 25° e lida a 505 nm. O célculo foi feito a partir da

obtencdo de uma curva padrdo de triglicerideos e o resultado ¢ expresso em mg/dL.

3.9 ANALISES METABOLICAS ENZIMATICAS

A atividade das enzimas Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase
(ALT) e Fosfatase alcalina (ALP) foram medidas usando kit comercial da Labtest, referencias
no. 109, 108 e 79 respectivamente. As analises foram modificadas para peixes ¢ adaptadas a
leitora de microplacas. As leituras foram feitas em triplicatas.

Para a determina¢do da AST, o método utilizado se baseia na catélise desta enzima pela
transferéncia do grupo amina do é4cido aspartico para o cetoglutarato com a formacgdo de
glutamato oxalacetato. Este ¢ reduzido a malato (pela agdo da malato desidrogenase) com
oxidagdo da coenzima NADH a NAD" sendo diretamente proporcional a atividade de AST na
amostra. Desta forma, pipetou-se 152 pL da mistura da solu¢do Reagente 1 (Tampao Tris 105
mmol/L, L-aspartato 330 mmol/L, LDH 1200, MDH 825 U/L e azida sodica 0,095%) +
Reagente 3 (Tampao Tris 20 mmol/L, pirodoxal fosfato 11,1 mmol/L, azida sddica 0,095%) e
20 pL de amostra, seguida de incubag¢do por 5 minutos a 25°C (temperatura adaptada para
peixes). Posteriormente, adicionou-se 38 puL da solu¢do de Reagente 2 (Tampdo Tris 20
mmol/L, NADH 1320 umol/L, a-cetoglutarato 66 mmol/L, azida sodica 0,095%), incubou-se
a 25°C por 1 minuto e efetuou-se a leitura da absorbancia a 340 nm nos intervalos de 2 minutos.

Para a determinagdo da ALT o método utilizado se baseia na transferéncia do grupo L-
alanina para o cetoglutarato pela enzima com a formagao de glutamato e piruvato. O piruvato
¢ reduzido a lactato (pela acdo da lactato desidrogenase) e da coenzima nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH) que é oxidada a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™)
sendo diretamente proporcional a atividade de ALT na amostra. Desta forma, pipetou-se 152

uL da mistura da solugdo Reagente 1 (Tampao Tris 132,5 mmol/L, L-alanina 687,5 mmol/L,
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LDH 2300 U/L e azida sddica 0,095%) + Reagente 3 (Tampao Tris 20 mmol/L, pirodoxal
fosfato 11,1 mmol/L, azida sdédica 0,095%) e 20 pL de amostra, seguida de incubagdo por 5
minutos a 25°C (temperatura adaptada para peixes). Posteriormente, adicionou-se 38 uL da
solucao de Reagente 2 (Tampao Tris 20 mmol/L, NADH 1320 umol/L, a-cetoglutarato 82,5
mmol/L, azida sédica 0,095%), incubou-se a 25°C por 1 minuto e efetuou-se a leitura da
absorbancia a 340 nm nos intervalos de 2 minutos.

Para a determinagdo da ALP o método utilizado se baseia na hidrdlise do p-
nitrofenilfosfato pela enzima liberando o p-nitrofenol que ¢ diretamente proporcional a
atividade enzimatica da ALP na amostra. Pipetou-se 200 pL. da mistura da solugdo Reagente 1
(HEDTA 2 mmol/L, sulfato de zinco 1,2 mmol/L, acetato de magnésio 2,5 mmol/L, azida sodica
8 mmol/L) e Reagente 2 (p-Nitrofenilfosfato 60 mmol/L e fenol 50 mmol/L) e 10 pL de
amostra, seguida de incubagdo por 1 minuto a 25°C. Posteriormente, realizou-se a leitura em
405 nm e a absorbancia foi registrada em intervalos de 2 minutos.

Para avaliar a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), foi utilizado o método
de Bergmeyer ef al., (1974), com os substratos piruvato e NADH. A LDH oxida o NADH e
reduz o substrato piruvato formando lactato e NAD™. Para a determinacdo enzimatica, pipetou-
se 20 uL. da amostra e 180 puL. do meio de reagdo em tampao Tris-HCI 200 mM pH 7,4, contendo
NADH 0,14 mM e piruvato 1 mM. A atividade catalitica ¢ calculada a partir da velocidade de
desaparecimento do NADH, que ¢ proporcional a atividade de LDH nas amostras a 340 nm,
em intervalos de 20 segundos, durante 10 minutos. Foi utilizado o coeficiente de extin¢ao de
6,22 para NADH. A atividade ¢ expressa em milimol (mmol) de substrato hidrolisado por

minuto por mg de proteina.

3.10. ANALISE IMUNOLOGICA
A imunoglobulina (Ig) foi determinada pelo método de Siwicki ef al. (1994) com
algumas modificacdes. Aliquotas de 100 pL de muco, obtidas de cada animal, foram
misturadas em 100 uL de polietilenoglicol 12% (PEG; Sigma-Aldrich) e incubadas por 2h sob
agita¢do a temperatura ambiente (£20°C). Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 3000g
por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. A concentragcdo de proteinas do precipitado

foi determinada como Ig e este resultado foi subtraido da concentracao de proteinas totais.

3.11. ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO E DESINTOXICACAO
O indice de carbonilagdo de proteinas (PCO) foi determinado utilizando o método

descrito por Levine et al. (1994), que ¢ baseado na reagdo de proteinas carboniladas utilizando
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0 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM, que gera dinitrofenil hidrazona a 370 nm. Dessa
forma, foi utilizado 100 puL de amostra e a concentragdo de PCO foi expressa como nmol por
mg de proteina calculado a partir do coeficiente de extingdo molar, 22 mM™! ecm™.

As substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARs) foram determinadas
utilizando o procedimento descrito por Federici (2007). Utilizou-se 5 pL de hidroxitolueno
butilado (BHT) 1 M, 90 uL de PBS (pH 7,2) e 30 uL de amostra. Em seguida, foram
adicionados 25 pL de 4cido tricloroacético (TCA) 50% p/v e 50 puL acido tiobarbitarico (TBA)
1,3% p/v (diluido em 0,3% p/v de NaOH).

A solucgdo foi incubada em baixa rotagao por 90 minutos a 40°C e resfriada em gelo. A
absorbancia foi lida em 530 nm e a concentracdo de TBARs foi calculada a partir da curva
padrao de dialdeido malonico (MDA) sendo expressa em nmol de MDA por mL.

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST), foi determinada conforme o
método de Keen et al., (1976), em meio de reagdo contendo GSH 1,5 mM e 1-cloro-2, 4-
dinitrobenzeno (CDNB) 2 mM, diluidos em tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,5. Para a
determinagdo enzimatica, foram adicionados 20 pL de amostra e 180 pL do meio de reagdo.
Posteriormente, realizou-se a leitura em de 340 nm, nos intervalos de 20 segundos, durante 5
minutos. A atividade da enzima ¢é expressa como nmole de CDNB conjugado formado por min

por mg de proteina, usando o coeficiente de extingio molar 9,6 mM 'em .

3.12. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software PAST® com nivel de
significancia de p<0,05. Devido ao tamanho amostral pequeno, algumas andlises nao
apresentarem uma distribui¢do normal e afim de padronizar todas as analises, aplicou-se o teste
nao paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo pos teste de Dunn, para a comparagdo entre o
controle e os tratamentos, utilizando um n=8 individuos por concentracao, sendo dois de cada
réplica.

Para a Anélise de Componentes Principais (ACP) dos biomarcadores, os dados

bioquimicos foram padronizados em escore Z.
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4. RESULTADOS
4.1. CONCENTRACOES DE DIFOSFATO DE CLOROQUINA NA AGUA DE
EXPOSICAO

Os valores obtidos na leitura em LC-MS/MS, sdo apresentados na Tabela 1. Variando

menos que 10% da concentragdo nominal.

Tabela 1. Concentragdes de Difosfato de Cloroquina (DCQ) obtidos por Cromatografia Liquida
Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) na agua de exposi¢ao dos diferentes

grupos. Valores médios das leituras + desvio padrao.

Concentracdo nominal DCQ (ug/L) Meédia (ug/L) Desvio Padrao
Controle 0 0
0,6 0,60 0,02
18 1,88 0,08
54 5,49 0,01
16,2 16,15 0,09
48,6 48,64 0,02

4.2. ALTERACOES NOS BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Os valores de proteinas totais no corpo dos peixes expostos a0 DCQ diminuiram em
relacdo ao grupo controle a partir da concentracdo 1,8 ug/L, enquanto no cérebro houve um
aumento em relagdo ao grupo controle a partir da concentracéo 5,4 ug/L (Figura 5A). Os niveis
de glicose no corpo dos peixes expostos ao DCQ, diminuiram em relacdo ao grupo controle a
partir da concentracdo 1,8 pg/L e no cérebro em 48,6 ug/L (Figura 5B). Os niveis de
triglicerideos no corpo dos peixes expostos ao DCQ, tiveram uma diminuicdo em relacéo ao
grupo controle a partir da concentracdo 5,4 ug/L, enquanto no cérebro houve um aumento a

partir da concentragdo 16,2 ug/L (Figura 5C).
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Figura 5. Efeitos da exposi¢cdo a concentracdes de Difosfato de Cloroquina (DCQ) sobre as

proteinas totais (A), glicose (B) e triglicerideos (C) do corpo e do cérebro de Danio rerio ap6s

21 dias de exposi¢do. Valores sdo apresentados como média + erro padrao. (*) p<0,05 em

relagdo ao controle. (**) p<0,01 em relacdo ao controle.
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As imunoglobulinas do muco dos peixes expostos ao DCQ, aumentaram em relagdo ao
grupo controle nas concentracdes 5,4 e 48,6 ug/L, apesar das proteinas totais entre as

concentracdes ndo variar (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos da exposicdo ao Difosfato de Cloroquina (DCQ) sobre as imunoglobulinas
(Ig) e proteinas totais do muco de Danio rerio ap6s 21 dias de exposicdo. Valores sao
apresentados como média + erro padrdo. (*) p<0,05 em relacdo ao controle. (**) p<0,01 em

relacdo ao controle.

A atividade das enzimas aminotransferases AST e ALT aumentaram no corpo dos
peixes expostos ao DCQ em relacdo ao grupo controle a partir da concentracdo 1,8 ug/L para
AST e a partir de 5,4 ug/L para ALT (Figura 7A). A atividade da ALP aumentou no corpo dos
peixes expostos ao DCQ nas concentracdes 1,8 ug/L e 16,2 pug/L em relacdo ao grupo controle
(Figura 7B). A atividade da LDH aumentou nos grupos expostos ao DCQ na concentracao 48,6
ug/L em relacdo ao grupo controle (Figura 7C).

Os niveis de PCO aumentaram no cérebro em 1,8 ug/L e no corpo a partir de 0,6 pg/L
de DCQ, quando comparados ao controle (Figura 8A). A producdo de TBARS teve um aumento
na concentracdo 1,8 pg/L de DCQ no corpo, enquanto no cérebro houve a diminuicdo de
TBARS a partir da concentracdo 5,4 pg/L de DCQ em relacdo ao grupo controle (Figura 8B).
A enzima GST analisada no corpo dos peixes, aumentou sua atividade nos grupos expostos ao
DCQ no corpo a partir da concentragdo 1,8 ug/L em relacdo ao grupo controle, enquanto no
cérebro a enzima aumentou nas concentracdes 0,6 e 1,8 ug/L de DCQ e nas demais nao diferiu

do controle (Figura 8C).
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Figura 7. Efeitos da exposicdo a concentracdes de Difosfato de Cloroquina (DCQ) sobre a
atividade da Alanina aminotransferase (ALT) e da Aspartato aminotransferase (AST) (A),
Fosfatase alcalina (ALP) (B), e Lactato desidrogenase (LDH) (C) no corpo de Danio rerio ap6s
21 dias de exposi¢do. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. (*) p<0,05 em

relagdo ao controle. (**) p<0,01 em relacdo ao controle.
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tiobarbitirico (TBARs) (B), e atividade da glutationa S-transferase (GST) (C) no cérebro e no
corpo de Danio rerio ap6s 21 dias de exposi¢do. Valores sdo apresentados como média + erro

padrdo. (*) p<0,05 em relagdo ao controle. (**) p<0,01 em relacao ao controle.
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4.3. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

Na andlise de componentes principais (ACP) dos biomarcadores do cérebro,
aproximadamente 41% da variancia pode ser atribuida ao PC1 representado pelos TBARS
(0,4958), PCO (0,4041), GC (0,3567) e GST (0,3299) relacionados as concentragdes mais
baixas de DCQ (0,6 e 1,8 pg/L). O PC2 representou, aproximadamente 20% da variancia e foi
caracterizado pelos TG (0,303) e GST (0,6753) relacionados as concentragdes mais altas
(Figura 9).

Na analise de componentes principais (ACP) dos biomarcadores do corpo,
aproximadamente 30% da variancia pode ser atribuida ao Componente 1 (PC1) representado
pelos AST (0,3485), GST (0,3226), ALT (0,2730), LDH (0,1852) e Ig (0,2590) relacionados as
concentracdes mais altas de DCQ e ALP (0,2745), PCO (0,2182) e TBARs (0,076) relacionados
a concentracdo 1,8 pg/L. O PC2 representou, aproximadamente 19% da variancia e foi
caracterizado pelos ALT (0,4212), PT (0,3386) e GC (0,2846) relacionados a concentracgao 0,6
pg/L e ao controle (Figura 10).

Nesse cenario os biomarcadores que foram mais responsivos na ACP para a exposi¢ao
ao DCQ foram TBARs>PCO>GC>GST no cérebro e AST>GST>ALP>ALT>Ig no corpo de

D. rerio.
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@ Controle
0,6 pg/L
1.8 ngl

® 54 g/l 3.007

16,4 png/L
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Component 2

-3.00-
Component 1
PC Eigenvalue % variance
1 2.43787 40.631
2 1.16341 19.39

Figura 9. Anélise de Componentes Principais (ACP) de biomarcadores no cérebro de Danio rerio expostos ao Difosfato de Cloroquina (DCQ).

PT proteinas totais; GC glicose; TG triglicerideos, PCO proteinas carboniladas; TBARSs espécies reativas do acido tiobarbitdrico; GST glutationa
S-transferase.
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16,4 ng/L
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Component 2
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Component 1 1 3.2995 29.995

2 2.03862 18.533

Figura 10. Anélise de Componentes Principais (ACP) de biomarcadores no corpo de Danio rerio expostos ao Difosfato de Cloroquina (DCQ). PT
proteinas totais; GC glicose; TG triglicerideos, PCO proteinas carboniladas; TBARS espécies reativas do acido tiobarbiturico; GST glutationa S-
transferase; AST aspartato aminotransferase; ALT alanina aminotransferase; ALP fosfatase alcalina; LDH lactato desidrogenase; Ig

imunoglobulinas.
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5. DISCUSSAO

O ambiente aquatico ¢ afetado por uma variedade de produtos quimicos com
propriedades diferentes e que impactam o ambiente e a biota aquatica. O presente estudo
demonstrou que as concentragdes crescentes de DCQ foram importantes para o estudo das
respostas biologicas de D. rerio.

O aumento das proteinas totais no cérebro dos animais expostos a partir de 5,4 pg/L de
DCQ observado nesse estudo, pode ter acontecido devido ao farmaco, assim como outros
compostos, provocarem uma modulagdo no metabolismo destas moléculas como sua
estimulacao (Smet; Blust, 2001; Saha et al., 2023). De acordo com Jancsd; Hermesz (2015) a
adaptacdo celular provocada pela exposicdo a agentes quimicos, ocorre em associagdo com
aumento na expressao de genes distintos de proteinas envolvidas no estresse oxidativo.

A redugdo das proteinas totais observadas no corpo de D. rerio, evidenciado a partir da
concentragdo 1,8 pg/L de DCQ, pode ser consequéncia da destrui¢ao do tecido, perturbagao
celular e ao comprometimento da sintese proteica, isso porque durante o estresse, as proteinas
também sdo usadas como fonte de energia (Roberts et al., 2010; Naqvi ef al., 2017; Younas et
al., 2022).). Além disso, a deple¢do proteica pode resultar da adaptagao fisioldgica, aumento da
atividade proteolitica, danos ao DNA, alteragdes no equilibrio hormonal e das atividades
enzimaticas (Nwani et al., 2015; Banaee ef al., 2016). Naqvi ef al. (2017) demonstraram que os
pesticidas como cipermetrina, malatido, clorpirifos alteraram o metabolismo das proteinas em
peixes, afetando a taxa de sintese e degradacdo. Similarmente ao observado nesse estudo,
Mendonga-Gomes et al. (2022) observaram a diminui¢do da proteina total em D. rerio expostos
por 72h a 12,5 pg/L de hidroxicloroquina (HCQ).

A glicose apresentou uma redugdo no cérebro na exposi¢ao a 48 pg/L e no corpo a partir
de 1,8 de pg/L de DCQ. Essa reducdo do potencial glicolitico pode se relacionar ao aumento da
demanda energética nos processos de desintoxica¢do dos Orgdos para lidar com os efeitos
toxicos do contaminante (Soengas, 2002; Polakof et al., 2012; Arzate-Céardenas; Martinez-
Jeronimo, 2012). No caso da cloroquina (CQ), diferentes estudos demonstraram seu efeito
hipoglicemiante, in vitro e in vivo, com o metabolismo hepatico da insulina aumentando, ap6s
determinadas doses, a ligag@o ao seu receptor, potenciando a a¢do na redugdo da glicose (Hage
et al., 2014). Enquanto os glicocorticdides parecem ter uma acao hiperglicemiante em peixes
(Hamilton et al., 2022).

No cérebro dos peixe-zebra nesse estudo, foi visto um aumento de triglicerideos a partir

de 16,2 pg/L que pode ser em func¢do deste 6rgdo ter maior teor de lipideos, que desempenham
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funcdes estruturais e de sinalizacdo a mudancas no seu metabolismo, que podem indicar
suscetibilidade a doengas cerebrais degenerativas (Hernandez-Caceres, 2023). Estudos sobre a
concentracdo de lipideos em cérebros de peixes sdo escassos, € 0s mecanismos que levam ao
aumento € as suas consequéncias precisam ser elucidados.

Neste estudo, a redugdo dos triglicerideos no corpo ocorreu em 21 dias de exposi¢do a
partir da concentragdo 5,4 pg/L, o que também foi observado em D. rerio expostos por 72h a
12 ng/L de HQ (Mendonga-Gomes ef al., 2022). A CQ tem sido associada a redugdo dos niveis
metabolicos de triglicerideos (Wong, 2021), um dos motivos pelos quais ¢ um medicamento
amplamente utilizado no controle de doencas cardiovasculares, lipus eritematoso sistémico e
doengas reumaticas em humanos (Morris et al., 2011; Cairoli et al., 2012; Masui et al., 2019).

Além disso, os triglicerideos sdo utilizados como fonte de energia, onde o corpo
aumenta a lipdlise, quebrando os triglicerideos em acidos graxos e glicerol, para processos de
desintoxica¢do e para superar o estresse fisiologico (Shahjahan et al., 2022). Uma vez que os
triglicerideos constituem as goticulas lipidicas do figado protegendo os hepatocitos da
lipotoxicidade, o estresse oxidativo por EROs pode causar disturbios no metabolismo lipidico,
como regulacdo das enzimas (Chen ef al., 2020).

Além dessas macromoléculas, foi observado que a produ¢ao de Ig no muco de D. rerio
aumentou nas exposicoes de 5,4 e 48,6 ng/L ao DCQ. A Cloroquina ¢ conhecida por suas
propriedades imunomoduladoras (Peng ef al., 2022), o que pode afetar a resposta imune dos
peixes expostos como mecanismo de defesa contra possiveis danos celulares e estresse
oxidativo induzidos pelo composto, recrutando e ativando varias células do sistema
imunologico no muco de peixes, entre elas as imunoglobulinas (Lieke ef al., 2024).

Outros compostos quimicos detectados no meio ambiente que também induziram a
resposta imunoldgica em peixes, como o nitrato de prata, nanoparticulas de 6xido de zinco,
hidrocarbonetos aromadticos policiclicos, etc (Luebke et al, 1997; Hawkins et al., 2014;
Rashidian et al., 2021). O aumento da concentracdo de Ig no muco pode, portanto, contribuir
para a defesa do organismo contra doencas (Segner et al., 2012), pois representam o principal
componente do sistema imunologico humoral em todas as classes de vertebrados, incluindo os
peixes (Verma et al., 2012). Ademais, este aumento também ocasiona demanda energética e
pode ser compensada por outros componentes na tentativa de manter a homeostase.

Além dos biomarcadores metabolicos e imunologico, as alteracdes na atividade
enzimatica sdo excelentes indices para o diagnostico de disturbios toxicologicos (Safahieh et

al., 2010; Sepperumal; Saminathan, 2014). A atividade das enzimas metabolicas pode ser
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aumentada ou reduzida, devido a desnaturacdao ou distor¢ao do sitio ativo pelos efeitos dos
poluentes, ou ainda, em resposta a demanda energética (Saha et al., 2023).

Neste estudo, o aumento dependente da concentragdo de DCQ nas atividades das
enzimas AST, ALT, ALP e LDH no corpo de D. rerio pode indicar uma descompensagao
metabolica provocado pela exposicdo cronica ao fdrmaco, uma vez que as atividades dessas
enzimas em animais aquaticos expostos a medicamentos farmacéuticos refletem a toxicidade
farmacéutica hepatica (Li et al., 2010; Malarvizhi et al., 2012).

O aumento da AST e ALT ¢ considerado como um sinal clinico para diagnostico de
danos celulares e teciduais como alteragcdes nos hepatocitos que levam a degeneragdo e
hipofuncao do figado, necrose e inflamagao, bem como indicativo de doenga em peixes (Firat
etal., 2011; Zaman et al., 2024). Além disso, pode indicar uma atividade compensatoria destas
enzimas para disponibilizar substratos e manter o funcionamento do ciclo de Krebs com
fornecimento de intermediarios metabolicos em uma situagdo de estresse (Tretter; Adam-Vizi,
2000; Banaee et al., 2011; Mauro et al., 2021; Younas et al., 2022; Impellitteri et al., 2023).

Estudos em peixes com diferentes farmacos indicaram um aumento destas enzimas em
D. rerio exposto ao cetoprofeno (Rangasamy et al, 2018). Cirrhinus mrigala exposta ao
ibuprofeno (Saravanan et al., 2012), Cirrhinus mrigala exposta ao acido clofibrico e
diclofenaco (Saravanan ef al., 2013) e Cyprinus carpio expostos a Cloroquina (Ramesh et al.,
2018).

A ALP ¢ frequentemente sintetizada no figado, ossos e, em menor grau, no intestino e
rins (Telega, 2018), sendo uma metaloenzima onipresente ligada a membrana, essencial em
processos fisioldgicos, incluindo fosforilagdo de proteinas, crescimento celular, apoptose e
migracao celular (Sharma et al, 2014). Portanto, dano a membrana celular pode alterar a
atividade da enzima ALP, e indicar apoptose celular, obstru¢do dos ductos biliares, calcio no
sangue (hiperparatireoidismo), deficiéncia de vitamina D ou danos nas células do figado
(Banaee et al., 2019; Sharma et al, 2014). Além disso, o aumento de espécies reativas ao
oxigénio (EROs) também podem elevar a atividade desta enzima (Banaee, 2020). Similar ao
que foi observado neste estudo, Mikula et al., (2024) verificaram aumento na atividade dessa
enzima no plasma de carpas, Cyprinus carpio expostas aos anti-inflamatérios diclofenaco e
ibuprofeno.

O aumento de enzimas da via glicometabdlica, para produzir energia para a manutencao
das atividades bioldgicas do organismo, como a LDH indica que a capacidade do figado em
armazenar ou sintetizar glicogénio foi reduzida (Zhang et al, 2023). Outros estudos

demonstraram um aumento da enzima em peixes expostos a anti-inflamatérios (Rangasamy et
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al., 2018; Priyadarshinee et al., 2023). O aumento da LDH no corpo de D. rerio exposto a 48,6
ng/L DCQ sugere aumento de producao de energia devido a um elevado estado de estresse
oxidativo com consequente dano oxidativo corroborado pelo o aumento da atividade da GST e
dos niveis de PCO e TBARs.

Como produto mais comum da oxidacdo de proteinas induzida por EROs, as vias de
carbonilagdo de proteinas podem ser divididas em oxidagdo direta, oxidacdo catalisada por
metal, reacdo com acucares livres e produtos de peroxidacdo lipidica (Fedorova; Bollineni;
Hoffmann, 2014). Devido a oxidacao da cadeia lateral de alguns aminodacidos (Arg, Lys, His e
Pro) ou a oxidagao dos residuos Asp, Pro e Glu, a carbonilagdo pode ser considerada como um
indicador permanente e destrutivo da oxidacao de proteinas (Hawkins; Davies, 2001; Nystrom,
2005; Hematyar ef al., 2019) e associada a diversas doencas (Fagan et al., 1999; Gonos et al.,
2018).

O aumento dos niveis de PCO, no cérebro e no corpo (1,8 ug/L DCQ), como efeito da
oxidacdo de proteinas, pode estar ligado a niveis aumentados de radicais como um resultado
integrado de dano oxidativo, além de indicar que o metabolismo normal da proteina foi
prejudicado devido a agdo de DCQ no organismo. Similarmente aos nossos achados, peixes
expostos a anti-inflamatorios também apresentaram um aumento na producao de PCO (Sibiya
et al., 2023).

Um aumento nos niveis de PCO pode indicar que o metabolismo normal da proteina foi
interrompido, resultando no acimulo de moléculas danificadas (Almroth ef al., 2005; Li et al.,
2020). Almeida et al., (2021) observaram em Astyanax altiparanae expostos a imidacloprida
que o estresse oxidativo leva a substituicdo de proteinas oxidadas por proteinas recém-
sintetizadas. Da mesma forma, pode ter acontecido para a PCO do cérebro de D. rerio que
aumentou somente na exposi¢do 1,8 pg/L, mas nas concentragdes seguintes ndo diferiu do
controle. Embora estudos relacionando a PCO em peixes expostos a firmacos de ocorréncia e
persisténcia ambiental sejam importantes, ainda sdo escassos, sendo necessarios mais pesquisas
para compreensao dos seus efeitos.

Outro biomarcador que reflete o estresse oxidativo ¢ o TBARs, sendo um produto
importante da peroxidacdo lipidica apos ataque de radicais livres nas membranas biologicas
(Al-Ghanim et al., 2016; Zhang et al., 2017). Os aldeidos e cetonas fazem a varredura para
reticulagdo com porgdes nucleofilicas de proteinas, acidos nucléicos e aminofosfolipidios, e
niveis maiores de TBARS resultam em aumento da citotoxicidade e danos acelerados as células

e tecidos (Buege, 1978; Xu et al., 2021).
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A diminui¢ao de TBARs no cérebro de D. rerio a partir da exposi¢do na concentracao
de 5,4 ng/L DCQ pode indicar diminui¢do de radicais e combate dos mesmos pelos sistemas
antioxidantes, conforme relatado no estudo de Nunes ez al. (2015) no peixe Gambusia holbrooki
expostas a tetraciclina. Ou, ainda, que o estresse oxidativo levou a substituicdo de lipidios
peroxidados por lipidios recém-sintetizados (Almeida ef al, 2021). Também ¢ importante
considerar que a técnica utilizada de TBARs detecta o produto final da peroxidagdo lipidica,
como o MDA, outras técnicas medem diretamente os equivalentes de hidroperdxidos de
lipideos (método de Fe(IIl) xilenol orange complex formation - FOX) (Hermes-Lima et al.,
1995; Abuzaytoun et al, 2020). Desta forma, mesmo que os niveis de TBARs tenham
diminuido pode haver formagao de outras espécies de radicais que nao foram detectados neste
estudo.

J4 0 aumento na producdo de TBARs, ou seja, lipideos que sofreram um dano oxidativo,
observado no corpo de D. rerio exposto a 1,8 pg/L DCQ, pode resultar em danos as membranas
celulares e alteragdes em macromoléculas (DNA e proteinas) (Van Der Oost; Beyer; Vermeulen,
2003; Li et al., 2022). O estudo de Mendonga-Gomes et al., (2022) demonstrou a producao de
TBARs em peixe-zebra apos a exposicao de 72h a HCQ. Guerra et al., (2021) descrevem uma
relacdo entre o aumento ds atividade de GST e diminuicdo de TBARs em peixe-zebra expostos
a imidacloprido. Entdo ¢ possivel que o TBARs no corpo dos peixes expostos ao DCQ nao
tenha variado com o controle nas concentragdes mais altas como resultado da atividade da GST.

A enzima GST tem a fun¢do de catalisar a conjugacao de compostos (xenobidticos) com
a glutationa reduzida para desintoxicagdo, além de catalisar diversos compostos endogenos
incluindo produtos do estresse oxidativo, assim, sua atividade reflete a influéncia das EROs no
organismo e sua capacidade antioxidante (Glasic et al., 2015). A exposi¢cao ao DCQ causou a
inducdo do GST, tanto no cérebro como no corpo de peixe-zebra, indicando a¢do da GST sobre
o farmaco, ou em seus metabdlitos, para eliminagdo pelo organismo ou para desintoxicagado
pelas enzimas da fase I, ou, ainda, no combate ao estresse oxidativo (Huang et al., 2014; Nunes
et al., 2015).

Inicialmente, a atividade da GST no cérebro foi induzida devido ao seu papel protetor,
que ¢ semelhante a resposta a baixas concentragdes de DCQ (0,6 e 1,8 pg/L). No entanto, o
DCQ pode comecar a se acumular quando a sua concentracdo excede a capacidade de
desintoxica¢do e a resposta ao estresse desaparece (Lin et al., 2014). Um aumento na atividade
dessa enzima também foi reportado em D. rerio exposto a antibidticos (Lin et al., 2014) e anti-
inflamatérios (Bartoskova et al., 2015). Assim, podemos observar que na medida que a

atividade da GST aumenta, geralmente a producdo de alguns biomarcadores de estresse
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oxidativo como TBARs e PCO diminuem ou se estabilizam, indicando uma eficiéncia do
sistema de defesa antioxidante.

Neste estudo observamos uma relagdo de resposta ndo linear na expressao dos
biomarcadores no cérebro. Este ¢ um padrao comum em concentragdes mais altas ou exposi¢ao
prolongada, devido ao receptor ficar saturado e nenhuma resposta adicional ser observada ou o
receptor pode até ser regulado negativamente para atingir a homeostase (Vandenberg et al.,
2012). Em concentragdes maiores do que as utilizadas nesse estudo, essas respostas podem ser
totalmente suprimidas ou compensadas, um fenomeno também conhecido como “hormese”
(Calabrese et., 2012; Lyssimachou et al., 2015).

Estas descobertas sugerem que a toxicidade do DCQ o que pode perturbar o equilibrio
redox e alterar as defesas antioxidantes, além de promover uma resposta imunoldgica
adaptativa na tentativa de conter os distirbios proporcionados pelo farmaco ao organismo. Os
valores obtidos na ACP demonstram diferenga na resposta dos biomarcadores e as
concentragdes tiveram papel significativo para isso, indicando que o DCQ no ambiente aquatico
apresenta risco para os peixes. Isto é preocupante pois os biomarcadores estudados tém um
papel fundamental no metabolismo, crescimento, reproducao e migracao dos peixes em cenario
ambiental e, portanto, alteragdes na sua homeostase podem resultar em efeitos adversos a nivel

individual e populacional (Tocher, 2003; Lyssimachou et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

O DCQ provocou efeitos em D. rerio observados por alteracdes nos biomarcadores
bioquimicos. Os niveis de glicose, proteinas e lipideos no corpo foram reduzidos apos a
exposi¢ao significando uma resposta compensatoria devido a toxicidade do DCQ, que provocou
estresse oxidativo nos peixes expostos por meio da produg¢do de PCO e TBARs, e 0 aumento
da atividade da enzima GST, na tentativa do organismo combater os radicais livres e se
desintoxicar. No cérebro foi observado um aumento de proteinas e triglicerideos, além do
estresse oxidativo avaliado pelo aumento de PCO e da atividade da GST, embora TBARSs tenha
diminuido em relagdo ao controle. O aumento das enzimas AST, ALT, ALP ¢ LDH
demonstraram alteragdes metabolicas como uma resposta ao estresse induzido pelo farmaco. O
aumento das Igs nas concentragdes mais altas podem ser interpretadas como resposta adaptativa
do sistema imune dos peixes, visando proteger o organismo dos efeitos adversos induzidos pelo
composto quimico. Este estudo, integrando varias respostas bioquimicas, demonstrou o
impacto de concentragdes de DCQ detectadas no ambiente aquatico sobre a fisiologia de peixe-
zebra. Entre eles, as atividades das enzimas AST e GST foram os componentes principais para

explicar os efeitos sistémicos dos peixes na exposi¢ao cronica ao farmaco.
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Capitulo 3. Histopatologia das branquias, figado e rim de Danio rerio expostos a diferentes

concentracoes de Difosfato de Cloroquina
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RESUMO

A pesquisa histologica com peixes ¢ fundamental para entender os efeitos de poluentes
emergentes, como o antimaldrico e anti-inflamatério Difosfato de Cloroquina (DCQ), que teve
seu uso intensificado mundialmente nos ultimos anos. Nesse contexto, os biomarcadores
branquiais, hepaticos e renais sdo importantes bioindicadores de exposicdo e efeitos desse
agente estressor. Esse estudo teve como objetivo avaliar as altera¢des histoldgicas em peixe-
zebra (Danio rerio) adulto, apos a exposicao cronica de 21 dias as concentragdes ambientais
0,6; 1,8; 5,4; 16,2 e 48,6 nug/L de DCQ. Apds a exposi¢ao, os tecidos dos peixes foram
coletados, processados (alcool e xilol), impregnados em parafina, corados com hematoxilina-
eosina e analisados em microscopio optico. Foram observados nos peixes expostos, a partir das
concentracdes de DCQ registradas em aguas superficiais (0,6 pg/L e 1,8 pg/L), alteracdes como
hiperplasias, encurtamento lamelar, fusdes totais e parciais, aneurismas € o desprendimento do
epitélio branquial, nas branquias; alteragdes nucleares, vacuolizagdo e degeneracdo
citoplasmaticas, no figado; dilata¢do tubular, oclusdo de luz, altera¢des nos néfrons, aumento
glomerular e redugdo do espago de Bowman, no rim. O Indice de Alteragio Histologica (IAH)
demonstrou que ap6s a exposicdo ao DCQ, os o6rgdos foram de levemente a moderadamente
modificados, com excecdo dos rins que estiveram dentro da normalidade. A andlise de
componentes principais (ACP) indicou que os biomarcadores mais responsivos a exposi¢ao do
farmaco foram a dilatagdo do seio venoso central para as branquias, nicleos picnoticos para
figado e a redug@o do espago de Bowman para o rim. Estes resultados fornecem informagdes
valiosas sobre a ecotoxicidade do DCQ em concentracdes ambientalmente relevantes em
peixes, contribuindo para a defini¢do de biomarcadores mais sensiveis para o monitoramento

ambiental.

Palavras-chave: Biologia celular, tecidos, microscopia, patologia.
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ABSTRACT

Histological research with fish is essential to understand the effects of emerging pollutants,
such as the antimalarial and anti-inflammatory drug Chloroquine Diphosphate (CQD), which
has seen increased use worldwide in recent years. In this context, gill, liver and kidney
biomarkers are important bioindicators of exposure and effects of this stressor. This study aimed
to evaluate histological changes in adult zebrafish (Danio rerio) after chronic exposure of 21
days to environmental concentrations of 0.6; 1.8; 5.4; 16.2 and 48.6 ug/L of DCQ. After
exposure, fish tissues were collected, processed (alcohol and xylene), embedded in paraftin,
stained with hematoxylin-eosin and analyzed under an optical microscope. In exposed fish,
changes such as hyperplasia, lamellar shortening, total and partial fusions, aneurysms and
detachment of the gill epithelium were observed in the gills; nuclear changes, vacuolization and
cytoplasmic degeneration in the liver; tubular dilation, lumen occlusion, changes in the
nephrons, glomerular enlargement and reduction of Bowman's space in the kidney were
observed based on the concentrations of CQD recorded in surface waters (0.6 pg/L and 1.8
pg/L). The Histological Change Index (HII) showed that after exposure to CQD, the organs
were slightly to moderately modified, with the exception of the kidneys, which were within
normal limits. Principal component analysis (PCA) indicated that the biomarkers most
responsive to drug exposure were dilation of the central venous sinus for the gills, pyknotic
nuclei for the liver and reduction of Bowman's space for the kidney. These results provide
valuable information on the ecotoxicity of CQD at environmentally relevant concentrations on

fish, contributing to the definition of more sensitive biomarkers for environmental monitoring.

Key words: Cell biology, tissues, microscopy, pathology.
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1. INTRODUCAO

Para estabelecer diretrizes para a regulamentagdo de substincias antropogénicas no
ambiente, deve ser determinado o potencial de produtos quimicos afetarem negativamente a
vida selvagem e os seres humanos, bem como as concentragdes de exposi¢ao nas quais ocorrem
efeitos adversos (Wolf, 2021). Neste sentido, o peixe-zebra ¢ um organismo modelo para avaliar
a toxicidade e seguranca de medicamentos, uma vez que os perfis de toxicidade dos humanos
e do peixe-zebra sdo surpreendentemente semelhantes (McGrath; Li; 2008; Li ef al., 2023).

Balula (2011) destaca que, dentre os biomarcadores que devem ser utilizados nos
estudos da ecotoxicologia moderna, estdo os histologicos, por meio de indices, adequando-se
as analises qualitativas com os riscos que tais alteragdes representam, considerando-se as
frequéncias de alteracdes detectadas. Um dos principais pontos fortes da histopatologia ¢ que
ela facilita a documentacao de alteragdes em uma variedade de tecidos e 6rgaos sem suposigdes
a priori relacionadas a uma doenca especifica, € o pequeno tamanho do peixe permite o exame
de essencialmente todos os 6rgdos em uma lamina usando imagens sagitais (Kent ez al., 2020).

Embora os dados qualitativos sejam utilizados para estudar as patologias causadas pelos
poluentes ambientais, os dados quantitativos de tais alteracdes demonstram melhor as reagdes
dos organismos aos poluentes (Ayas et al., 2007; Costa et al., 2009; Balula, 2011; Wolf et al.,
2015). Portanto, os biomarcadores histologicos qualitativos e quantitativos sdo respostas de
elevada sensibilidade por refletirem a atuagdao de poluentes nos sistemas biologicos.

Em peixes, os orgdos frequentemente avaliados em estudos histologicos sdo as
branquias, o figado e os rins, pois apresentam elevada atividade metabodlica e, juntos, sdo
responsaveis pela biotransformagao e eliminacao de substancias de origem enddgena e exdgena
(Wolf et al., 2015). Além de seu papel na excrecao de residuos, as branquias sao principalmente
utilizadas pelos peixes para a oxigenagdo do sangue e desempenham um papel importante no
equilibrio acido-base e na osmorregulacao (Menke et al., 2011).

No peixe zebra, assim como nos teledsteos, as branquias ficam posicionadas
internamente ¢ sdo cobertas pelo opérculo, sendo compostas pelos arcos branquiais que
sustentam os filamentos branquiais e ddo origem as lamelas secundarias (células epiteliais,
sustentadas e separadas por células pilares), locais de troca gasosa (Evans et al., 2005; Borges

et al., 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Branquias de Danio rerio. (a) Artéria lamelar; (b) lamela primaria; (c) lamela

secundaria. Aumento de 20x.

Fonte: Menke et al. (2011).

Como as branquias estdo diretamente expostas ao poluente, passam por uma maior
variedade de traumas, mas o tecido branquial também tem uma incrivel capacidade de
recuperagdo (Wolf et al., 2015). As alteragdes patoldgicas constantemente descritas para
branquias em peixes expostos a quimicos sao hiperplasia, hipertrofia, telangiectasia, fusdo entre
lamelas, espessamento de vasos, hemorragia e necrose (Yancheva et al., 2016; Borges et al.,
2019). Dependendo da intensidade dessas lesdes podem propiciar o aparecimento de doencas
como neoplasias, hipdxia e fibrose (Novotny, 2021).

O figado do peixe-zebra ¢ sensivel a acdo de poluentes, isso porque ha uma maior
lentidao do fluxo sanguineo em relagdo ao débito cardiaco, prolongando a depuragdo de toxinas
e o tempo de efeito da substincia no tecido hepatico (Campos et al., 2008; Vliegenthart ef al.,
2014). Trata-se de um o6rgdo bastante vascularizado, localizado na parte anterior da cavidade
abdominal, constituido por trés lobos assimétricos, dois longos laterais, e um mais curto
transversal, que se encontram ao longo do trato intestinal (Menke ef al., 2011; Yao et al., 2012)

(Figura 2).

Figura 2. Figado de Danio rerio. (a) Vista dorsal; (b) Figado. Aumento de 20x.
Fonte: Menke ef al. (2011).
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O figado dos peixe-zebra apresenta os ductos biliares, veias porta e artérias hepaticas
ndo organizadas no sistema porta hepatico, sendo distribuido aleatoriamente em todo
parénquima hepatico, além de nao possuir células de Kiipfter (Davico, 2021). As células que o
constituem os hepatocitos e podem apresentar alteragcdes como atrofia, hipertrofia, hiperplasia,
depositos, alteragdes nucleares, vacuolizagdo e degeneracdo (Bernet ef al., 1999; Rodrigues et
al. 2019). E de acordo com a severidade dessas alteragdes, o 6rgdo pode apresentar doencas
como colestase (Pham; Yin, 2019), esteatose (Schlegel, 2012), tumores hepaticos fibrose,
cirrose, cancro e insuficiéncia hepatica (Goessling; Sadler, 2015), similarmente a seres
humanos.

O rim do peixe-zebra fica em uma localizacdo retroperitoneal, logo ventral da coluna
vertebral, sendo composto por glomérulos, tibulos proximais, tibulos distais, ductos coletores,

além do tecido hematopoiético (Menke et al., 2011) (Figura 3).

Figura 3. Rim de Danio rerio. (a) Glomérulo; (b) Tubulo proximal ou distal; (c) Duto coletor;
(d) Tecido hematopoiético. Aumento de 20x.

Fonte: Menke et al. (2011).

Em peixe-zebra, assim como nos demais peixes, apenas os rins cefalicos (pronéfricos)
e excretor (mesonéfricos) se desenvolveram, assim possuem tecido urinario por toda extensao
do 6rgdo e os rins esquerdo e direito sdo predominantemente conjuntos (Swanhart et al., 2011).
Além disso, o rim do peixe-zebra abriga progenitores renais Unicos, que permitem a
nefrogénese ao longo da vida e se tornam mais ativos na formagdo de néfrons em resposta a
danos agudos nos orgaos (Diep ef al., 2011). Desta forma, o peixe-zebra foi estabelecido como
um excelente modelo para estudar doengas que alteram o desenvolvimento e a fisiologia dos
néfrons (Poureetezadi; Wingert, 2016).

A nefrotoxicidade pode levar a alteracdes como atrofia, hipertrofia, hiperplasia,
degeneracao e necrose nos tubulos, glomérulos e tecido intersticial, acimulo de detritos no
limen tubular, obstrugdo tubular, dilatagdo tubular e alteracdes no tamanho glomerular e o

espaco de Bowman (Bernet, et al., 1999; Miyawaki, 2020), que dependendo da severidade das
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lesdes, podem progredir para doengas renais por lesdo aguda (LRA), doenga glomerulares e
varias doengas cisticas (Poureetezadi; Wingert, 2016).

Estudos a nivel celular sobre os efeitos dos produtos farmacéuticos em peixes sao
escassos, na medida que se sabe que tais compostos alcangam o ambiente aquatico por meio de
esgotos domésticos em concentracdes residuais (Wu et al., 2019). Em trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) expostas a concentragdes de diclofenaco variando de 1 a 500 pg/L (28
dias) revelou alteragdes renais, necrose das c€lulas pilares e lesdo da parede capilar das lamelas
secundarias das branquias (Schwaiger et al., 2004).

Em Danio rerio expostos por 21 dias a carbamazepina, acido fenofibrico, propranolol,
sulfametoxazol e trimetoprima apresentaram aumento da imunomarcagdo da vitelogenina,
aumento da massa e volume do nucleo no figado (Madureira et. al., 2012). Enquanto em carpas
comum (Cyprinus carpio) expostas a 3,16 mg/ml de Cloroquina (35 dias) apresentaram fusdes
lamelares, hipertrofia, vacuolizacdo, levantamento epitelial e necrose nas branquias;
vacuolizacdo, edema celular, aumento do espago sinusoidal, necrose e alteragdo de hepatdcitos
no figado; e o espessamento da capsula de Bowman, reducdao do limen, degeneragao tubular e
necrose no rim (Ramesh et al., 2018).

Diante do exposto, a Cloroquina ¢ de particular relevancia devido a concentragdes
residuais detectadas em aguas superficiais e ao crescente uso deste farmaco durante a pandemia
da COVID-19 (Ferreira; Carvalho, 2022). A hipdtese desse estudo € que a exposi¢do crénica
(21 dias) ao Difosfato de Cloroquina (DCQ) em peixe-zebra (Danio rerio) causa alteragdes

histopatologicas nas branquias, figado e rim afetando negativamente a satide dos peixes.

2. OBJETIVOS
Este estudo avaliou a toxicidade cronica do Difosfato de Cloroquina, no peixe modelo
de dgua doce, Danio rerio, utilizando biomarcadores histologicos de branquias, figados e rins
como endpoints.
Os objetivos especificos foram:
I.  Descrever e quantificar as lesdes em cada concentragao;
II.  Calcular o Indice de Alteragdo Histologica (IAH) para cada concentragio;

III.  Definir os biomarcadores mais responsivos a toxicidade do farmaco.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. DESENHO EXPERIMENTAL

A aquisi¢do, aclimatagdo e manutencao dos peixe-zebra ao Difosfato de Cloroquina
(C18H26CIN3-2H3PO4; CAS: 50-63-5 Sigma-Aldrich) foram descritas no capitulo 2 desta tese.
Para a exposi¢do dos peixes ao Difosfato de Cloroquina nas concentragdes de ocorréncia
ambiental 0,6; 1,8; 5,4; 16,2 ¢ 48,6 ug/L (Olaitan et al. 2014; Marques et al., 2023; Domingo-
Echaburu et al., 2022; Cappelli et al., 2022; Nason et al. 2021), utilizou-se 8 animais, por grupo
distribuidos em quatro réplicas considerando eventuais perdas por mortalidade ou no
processamento de tecidos, sendo que entre estes 5 (a0 menos um por réplica) foram utilizados
para as analises histologicas.

O ensaio durou 21 dias, com renovagao total da solugdo a cada 48h (Figura 4). Os peixes
foram alimentados duas vezes ao dia (ragdo Tetramin®), sendo mantidos em temperatura (26°C
+ 1°C) e fotoperiodo de 12:12 (12 horas claro/ 12 horas escuro), enquanto os parametros da
4gua tiveram as seguintes variagdes pH 7+2, dureza 44+4 mg CaCO; L', condutividade 212+29

uS/cm, oxigénio dissolvido 6+1 mg/L, amonia <0,011 ppm.

.‘g T CgHyCIN;-2H,PO,
S =

0 h Inicio da
exposicdo F | F /1 ] /1 (7 /l
[ ) =) —UF-U!—-&J

0,6nel  1,8ugl 5,4nel  16,2uel  48,6usLl

2 j/ Controle 21 dias
Coleta de tecidos

Analises histoldgicas e estatisticas C:J

n= 30 peixes (5 por condi¢do experimental)

Figura 4. Desenho experimental da exposicdo da espécie Danio rerio as diferentes
concentragdes de Difosfato de Cloroquina (CigH26CIN3.2H3PO4) para as andlises histologicas.

Fonte: Autora.

3.2. PROCESSAMENTO DE TECIDOS PARA ANALISE HISTOLOGICA
Apos a exposicao, os peixes foram eutanasiados em agua com gelo a 4°C (Wilson et al,,
2009). Retirou-se o excesso de escamas, barbatana e as nadadeiras, separando-os por condi¢ao

experimental em frascos universal de coleta contendo formol tamponado 10% durante vinte
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horas. Posteriormente, foram colocados em alcool 70% renovados ap6s vinte e quatro horas e
mantidos até o momento do processamento.

O processamento de tecidos histologicos (Anexo VII) foi realizado no processador de
tecidos O Patologista, colocando o corpo inteiro de cada individuo em um cassete histoldgico
identificado conforme sua concentragdo. Apods o terceiro e Gltimo banho de parafina, os cassetes
com os peixes foram preenchidos com parafina e armazenados ao abrigo de umidade.

Os cortes histoldgicos foram feitos no sentido longitudinal e tiveram a espessura de 5 a
7 wm realizados no micréotomo semi-automatico modelo Micron HM 340E. Os cortes contendo
os tecidos foram levados em banho Maria para a abertura e, em seguida, fixados em laminas
contendo uma gota da solucdo albumina-glicerina (1:1). Posteriormente, foram mantidas em
estufa por cerca de vinte e quatro horas a 30° C para a etapa da coloracdo por Hematoxilina-
Eosina (HE) (Anexo VIII). As laminas prontas foram analisadas e fotografadas em um
microscopio optico Leica modelo DM 3000 LED, utilizando o software Leica Application Suite
para a marcagao das alteragdes observadas. A Figura 5 demonstra passo-a-passo dos

procedimentos realizados para as analises histoldgicas.

10

eV

Figura S. Etapas do processamento histolégico. 1) O peixe € colocado no cassete histologico.
2) Processador de tecidos automatico. 3) Dispensador de parafina. 4) Mesa aquecedora para
reemblocar o material biologico, se necessario. 5) Mesa refrigeradora para solidificagdo do
bloco. 6) Sec¢do do bloco em micrétomo. 7) Banho histolégico para disposi¢do da fita com
tecidos e montagem da lamina. 8) Estufa para manutencao das laminas. 9) Bateria de coloragao
hematoxilina-eosina (H.E). 10) Analise em microscopio 6ptico com captura.

Fonte: Autora.
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3.3. ANALISES QUALITATIVAS E SEMIQUANTITATIVAS

O uso de sistemas de classificacdo semiquantitativos e quantitativos sdo importantes
para evitar uma interpretacdo falsa do que ¢ normal (ou da normalidade) e, também evitar
alteragdes decorrentes do procedimento (eutandsia, por exemplo) como sendo efeitos da
substancia avaliada (Fournie et al., 2000; Wolf et al., 2014; Wolf et al., 2015). Assim, foi
contabilizado, manualmente, quantas vezes estas alteragdes apareceram em toda a extensao dos
orgaos e verificado quanto ao aumento significativo em relagdo ao controle. Este procedimento
foi feito em comparag¢ao com o controle para isolar os efeitos da eutanasia e do farmaco.

Deste modo, foram selecionados ao menos um animal de cada réplica, sendo um total
de 5 animais para cada concentracdo. Contabilizou-se 100 cortes por 6rgao de cada individuo,
contemplando diferentes profundidade, para a padronizacdo das analises qualitativas e
quantitativas conforme descrito em Smith et al. (2007). As alteracdes foram baseadas na
metodologia descrita por Polecsik; Mitrovic-Tutundizc (1994) e adaptado por Fracacio (2006)
para branquias (Tabela 1) e Rigolin-Sa (1998) para figado (Tabela 2) e rim (Tabela 3). As lesdes
sdo classificadas em 3 estagios: I - Lesdes de primeiro estagio (reversiveis); Il - Lesdes de

segundo estagio (podem ou ndo ser reversiveis); II1 — Lesdes de terceiro estagio (irreversiveis).

Tabela 1. Alteracdes branquiais e estagio da lesdo correspondente segundo Polecsik; Mitrovic-

Tutundizc (1994) e adaptado por Fracacio (2006).

Estagios
I I Il
Hipertrofia do epitélio respiratdrio Desprendimento do epitélio branquial Fibrose
Hiperplasia das células epiteliais Adensamento tecidual Necrose
Leucacitos no epitélio branquial Fusdo completa das lamelas
Desprendimento de células do epitélio Telangiectasia/ Aneurismas
Desprendimento das células mucosas Hemorragia por ruptura de capilares

Dilatac&o do seio venoso central
Presenca de células de cloreto nas
lamelas secundarias
Fusdo parcial das lamelas secundarias
Diminuigdo das lamelas secundarias

Espessamento de vasos sanguineos
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Tabela 2. Alteracdes hepaticas e estagio da lesdo correspondente segundo Rigolin-Sa (1998).

Estagios
I I i
Edema intercelular Hiperplasia Necrose
Hipertrofia Infiltracdo
Atrofia Vacuolizacdo nuclear
Aumento da frequéncia de vasos Degeneracédo citoplasmatica
Deformagéo do contorno nuclear Nucleos picnéticos
Ndcleos na periferia da célula Rompimento celular
Desarranjo dos corddes hepaticos Estagnacdo biliar
Melanomacrdéfagos Ruptura de vasos
Vacuolizacgdo citoplasmatica Congestao

Granulos eosinoéfilos

Tabela 3. Alteragdes renais e estagio da lesdo correspondente segundo Rigolin-Sa (1998).

Estagios
| 1 I
Hipertrofia das células tubulares Degeneracéo tubular Necrose
Degeneracdo hialina Degeneracgéo glomerular
Ocluséo da luz tubular Sangue no espaco de Bowman

Vacuolizagéo celular
Dilatacéo tubular
Dilatacdo dos capilares glomerular
Aumento/atrofia do glomérulo
Reducéo do espaco de Bowman

Novos néfrons/Regeneracao

Para a elaboragdo dos Indices de Alteragdo Histologica (IAH) seguiu a equagio
formulada por Polecsik e Mitrovic-Tutundizc, (1994):
I=>a+10.>b +100. }c
Onde: a= quantidade de alteragdes de primeiro grau; b= quantidade de alteragdes de
segundo grau e c= quantidade de alteragdes de terceiro grau.
O valor foi classificado para compreender a gravidade dos efeitos gerados nos animais

expostos ao DCQ (Tabela 4).
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Tabela 4. Indices de Alteragio Histologica (IAH), com os valores de alteragdes correspondentes

ao efeito no o6rgao formulados por Polecsik e Mitrovic-Tutundizc (1994).

Valor Efeito

0-10 Funcionamento normal do 6rgao
11-20 Alteracdes leves a moderadas
21-50 Alteracdes moderadas a graves
>100 AlteracOes irreversiveis

3.4. ANALISES ESTATISTICAS QUANTITATIVAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software PAST® com nivel de
significancia de p<0,05. Devido ao tamanho amostral pequeno, algumas analises nao
apresentarem uma distribui¢ao normal e afim de padronizar todas as analises, aplicou-se o teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo pos teste de Dunn, para a comparagdo entre o
controle e os tratamentos, utilizando um n=5 individuos por concentracao.

Para a Anélise de Componentes Principais (ACP) dos biomarcadores, os dados

histologicos foram padronizados em escore Z.
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4. RESULTADOS
4.1. ANALISES HISTOLOGICAS QUALITATIVAS
BRANQUIAS

Os filamentos branquiais dos peixes pertencentes ao grupo controle estavam bem
preservados. Os espagos entre as lamelas secundérias apresentaram-se bem definidos, com
fusdes de lamelas, encurtamentos e dilatacdo do seio venoso central pontuais. As células

epiteliais estavam bem arranjadas, sem o extravasamento de eritrocitos (Figura 6).

Figura 6. Branquias de Danio rerio, grupo controle. (A) 20x (B) 40x. L1 — Lamela priméria.
L2 — Lamela secundaria. CE — Célula epitelial. L — Lumen capilar (lacuna). E — Eritrocito.

SVC — Seio Venoso Central. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (H.E).

Na concentragdo 0,6 pg/L de DCQ, hiperplasias, dilatacdo do seio venoso central e

fusdes parciais apareceram com mais frequéncia (Figura 7).

A

Figura 7. Branquias de Danio rerio, exposto a 0,6 pg/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x

(B) 20x. HP — Hiperplasia. FL. — Fusao lamelar. DSVC — Dilata¢do do seio venoso central.

Coloragao Hematoxilina-Eosina (H.E).
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A partir da concentragdo 1,8 pg/L, além das hiperplasias, dilatagdo do seio venoso

central, encurtamento e fusdo de lamelas secundarias, houve o aparecimento de aneurismas

(Figura 8).
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Figura 8. Branquias de Danio rerio, exposto a 1,8 pg/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x
(B) 20x. HP — Hiperplasia. FL — Fusdo lamelar. DSVC — Dilatagao do seio venoso central. AN

— Aneurisma. EN — Encurtamento de lamelas. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (H.E).

Nas concentragdes 5,4 ¢ 16,2 ug/L. houve um aumento na ocorréncia das alteragdes ja

relatadas (Figura 9 e 10).
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Figura 9. Branquias de Danio rerio, exposto a 5,4 ug/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x

(B) 20x. HP — Hiperplasia. FL — Fusdo lamelar. DSVC — Dilatagao do seio venoso central. AN

— Aneurisma. EN — Encurtamento de lamelas. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (H.E).
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Figura 10. Branquias de Danio rerio, exposto a 16,2 ug/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x
(B) 20x. HP — Hiperplasia. FL — Fusdo lamelar. DSVC — Dilatacdo do seio venoso central. AN

— Aneurisma. EN — Encurtamento de lamelas. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (H.E).

A concentragdo 48,6 ug/L teve a ocorréncia das alteragdes ja descritas com énfase na

prevaléncia de fusdo total de lamelas e no descolamento do epitélio branquial (Figura 11).

100 pm

Figura 11. Branquias de Danio rerio, exposto a 48,6 ug/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x
(B) 20x. HP — Hiperplasia. FL — Fusdo lamelar. DSVC — Dilatagao do seio venoso central. AN
— Aneurisma. EN — Encurtamento de lamelas. DE — Descolamento do epitélio. FT — Fusao total

das lamelas. Coloragao Hematoxilina-Eosina (H.E).
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FIGADO
O tecido hepatico do grupo controle apresentou hepatdcitos bem definidos, com nucleos

centralizados, estando a maioria em tamanhos e configuragdes normais, sem sinais de

degeneragdo. As veias e artérias hepaticas apresentavam-se sem alteragdes (Figura 12).

100 um R LT S e S

Figura 12. Figado de Danio rerio, grupo controle. (A) 20x (B) 40x. H — Hepatocito. N —

Nucleo. CH — Cordao Hepatico. S — Sinus6ide. VH — Veia hepatica. VS — Vaso sanguineo.

Coloragao Hematoxilina-Eosina (H.E).

Na concentracdo 0,6 pg/L, houve a intensificacdo da vacuolizacdo citoplasméatica com
algumas areas pontualmente degeneradas, além da ocorréncia de hipertrofia citoplasmatica e

nuclear (Figura 13).
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Figura 13. Figado de Danio rerio, exposto a 0,6 pg/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x (B)

40x. V — Vacuolizacao citoplasmatica. HT — Hipertrofia. Coloragao Hematoxilina-Eosina (H.E).



103

Na concentragdo 1,8 pg/L, houve a ocorréncia de ntcleos picnéticos além do aumento

das alteragdes observadas na concentragdo 0,6 pg/L DCQ (Figura 14).

Figura 14. Figado de Danio rerio, exposto a 1,8 png/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x (B)

40x. V — Vacuolizagdo citoplasmatica. NP — Nucleo picnotico. HT — Hipertrofia. Coloracao

Hematoxilina-Eosina (H.E).

Na concentragdo 5,4 pg/L, foi observado a deformacdo do contorno nuclear dos

hepatocitos e prevaléncia das demais alteracdes (Figura 15).
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Figura 15. Figado de Danio rerio, exposto a 5,4 ng/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x (B)
40x. V — Vacuolizagdo citoplasmatica. NP — Nucleo picnético. HT — Hipertrofia. DCN —

Deformacao do contorno nuclear. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (H.E).



104

Nas concentracdes 16 pg/L e 48,6 pug/L, foi a intensificacdo de areas com vacuolizagdo

e degeneragdo citoplasmatica. Bem como alteragdes nucleares, como nucleos picnéticos, com

Figura 16. Figado de Danio rerio, exposto a 16,2 pg/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x
(B) 40x. V — Vacuolizagao citoplasmatica. DGC — Degeneragao citoplasmatica. NPC — Nucleo
na periferia da célula. NP — Nucleo picnotico. HT — Hipertrofia. DCN — Deformacao do

contorno nuclear. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (H.E).

Figura 17. Figado de Danio rerio, exposto a 48,6 ng/L de Difosfato de Cloroquina. (A) 20x

(B) 40x. V — Vacuolizagao citoplasmatica. DGC — Degeneracao citoplasmatica. NPC — Nucleo
na periferia da célula. NP — Nucleo picnético. HT — Hipertrofia. DCN — deformagao do contorno

nuclear. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (H.E).
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RIM
Os peixes do grupo controle apresentaram glomérulos normais, com espago de Bowman
bem definido, tibulos contorcidos distal e proximal preservados com células epiteliais

colunares bem definidas e nucleos centralizados (Figura 18). Além disso, notou-se que os

tabulos (distal e proximal) de peixe-zebra sdo naturalmente vacuolizados.

Figura 18. Rim de Danio rerio, grupo controle. (A) 20x (B) 40x. CB — Cépsula de Bowman.
EB — Espagco de Bowman. G — Glomérulo. TD — Tubulo contorcido distal. TP — Tubulo

contorcido proximal. ES — Espaco estroma. Coloracdo Hematoxilina-Eosina (H.E).

Na concentragdo 0,6 pg/L, houve um aumento na ocorréncia de dilatagdes nos tubulos

proximais e distais, bem como a oclusdo da luz de alguns destes tibulos (Figura 19).

Figura 19. Rim de Danio rerio, exposto a 0,6 pg/L de Difosfato de Cloroquma (20x). DT —
Dilatagao tubular. OL — Oclusdo da luz tubular. Colora¢do Hematoxilina-Eosina (H.E).
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Na concentracao de 1,8 pg/L, ocorreu com mais frequéncia dilatagdes tubulares, perda

do espaco de Bowman e oclusdo da luz tubular (Figura 20).

Figura 20. Rim de Danio rerio, exposto a 1,8 ug/L de Difosfato de Cloroquina (20x). DT —
Dilatagdo tubular. OL — Oclusdo da luz tubular. REB — Redugdo do espago de Bowman.

Coloracao Hematoxilina-Eosina (H.E).

Nas demais concentracdes, 5,4 pg/L, 16,2 pg/L e 48,6 png/L, foram observadas o
aumento nas dilatacdes tubulares, novos néfrons ou em regeneragdo, aumento ou atrofia dos

glomérulos, perda do espago de Bowman e oclusdo da luz tubular (Figuras 21, 22 e 23).

Figura 21. Rim de Danio rerio, exposto a 5,4 ng/L de Difosfato de Cloroquina (20x). OL —
Oclusdo da luz tubular. REB — Reducao do espaco de Bowman. AG — Aumento do volume

glomerular. Coloragao Hematoxilina-Eosina (H.E).
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Figura 22. Rim de Danio rerio, exposto a 16,2 pg/L de Difosfato de Cloroquina (20x). OL —
Oclusao da luz tubular. AG — Aumento do volume glomerular. NF — Néfrons em regeneragao.

Colora¢ao Hematoxilina-Eosina (H.E).

! '.. \' . ‘ “‘ x-‘ll\‘, B Iarw
Figura 23. Rim de Danio rerio, exposto a 48,6 ng/L de Difosfato de Cloroquina (20x). OL —

Oclusao da luz tubular. REB — Redugao do espaco do Bowman. NF — Néfrons em regeneracao.

Coloracao Hematoxilina-Eosina (H.E).
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4.2. ANALISES HISTOLOGICAS SEMIQUANTITATIVAS E QUANTITATIVAS

Nas branquias dos peixes expostos a 0,6 pg/L. DCQ, houve um aumento de hiperplasias
em comparagao ao grupo controle. Na exposi¢ao a 1,8 pg/L houve também um aumento na
fusdo de lamelas secunddrias e encurtamento lamelar em comparagdo com o controle. A partir
da concentracao de 5,4 pg/L, houve um aumento na fusao total, dilatagcdo do seio venoso central,
aneurismas e desprendimento epitelial. As hiperplasias, encurtamento de lamelas, fusdo de
lamelas secundarias e desprendimento epitelial ndo tiveram variagdo significativa entre as
concentracoes. A fusdo total, dilatacdo do seio venoso central e aneurismas aumentaram nas
diferentes concentracdes de DCQ (Tabela 5).

No figado dos peixe-zebra, expostos em todas as concentragdes de DCQ, foi observado
hipertrofia, comparado com o controle. No entanto, ndo houve variagdo quanto a prevaléncia
entre as concentracdes de DCQ e o controle. Na exposi¢do a 0,6 ug/L de DCQ, houve aumento
de vacuolizagdes citoplasmaticas e na exposi¢do a 1,8 pg/L houve um aumento na degeneracgao
citoplasmaética quando comparados ao controle. Na exposi¢do a 5,4 pg/L os nimeros de ntcleos
picnéticos e a deformagdo no contorno celular aumentaram. Na exposi¢ao 16,2 pg/L os nicleos
na periferia da célula aumentaram.

A unica alteragdo que variou significativamente entre as concentragdes de DCQ foi a
presenca de nucleos picndticos. Nas demais concentragdes, ocorreram em todas as laminas a
partir da concentracdo de 0,6 pg/L, se tornando mais extensas nas concentragdes superiores
(Tabela 6).

Nos rins dos organismos expostos em todas as concentragdes € no controle, notou-se a
vacuolizagdo e esta ndo variou quanto a prevaléncia entre as concentragdes de DCQ e o
controle. Entre as caracteristicas que variara entre o controle e as exposi¢des a partir de 5,4
pg/L foram dilatagdo tubular, aumento do volume glomerular, redugdo espaco de Bowman e
oclusdo da luz tubular. A formagao de novos néfrons ou regeneracgao destes, apresentou aumento

nas concentracdes 0,6, 5,4 e 16,2 pg/L (Tabela 7).
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Tabela 5. Analise Kruskal-Wallis com po6s teste de Dunn da ocorréncia de alteragdes nas branquias de Danio rerio grupos controle e expostos ao

Difosfato de Cloroquina (DCQ). Valores sao representados como média + desvio padrao.

Dilatacéo do seio

Desprendimento do

Concentracéo Fusado lamelas Hiperplasia Aneurisma Venoso central Encurtamento Fusdo total epitélio
DCQ (ng/L)
Controle 39,645,9 79,449,5 0 18,248,3 49,4+7 0 0
0,6 81,4+7,5 100** 0 49,2+4 83,2+8,9 3,4+1,5 0
18 100** 100** 76%10,7 63+12,3 100** 23,845,8 0
54 100** 100** 82,4+1,9* 80+6,2** 100** 58,2+10,3%* 4,4+1,1%*
16,2 100** 100** 83,442, 7%* 75,448,8%* 100** 68,8+5,1%* 4%1,6%*
48,6 100** 100** 89,8+1,5%* 89,2+3,5%* 100** 816,1%* 4,242,2%*
Valor de P <0,0001 <0,0001 0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

(*) p<0,05 em relagdo ao controle. (**) p<0,01 em relagdo ao controle.
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Tabela 6. Analise Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn da ocorréncia de alteragdes no figado de Danio rerio grupos controle e expostos ao

Difosfato de Cloroquina (DCQ). Valores sdo representados como média +desvio padrao.

Concentracéo _NL’J_cIeo na Deformacéo contorno Hipe_rtrofia Niicleo picnético \_/acuoliza,gz_?lo I_Degenera,gao
DCQ (ng/L) periferia da célula nuclear hepat6cito/nicleo citoplasmética citoplasmatica
Controle 0 0 100 0 0 0
0,6 0 0 100 8,214,8 100** 0
1.8 0 0 100 18,2+13,9 100** 100**
54 0 100%** 100 28+9,8** 100%** 100**
16,2 100** 100** 100 34,614,6** 100** 100**
48,6 100** 100** 100 42+10,2** 100%** 100**
Valor de P <0,0001 <0,0001 1 0,00047 <0,0001 <0,0001

(*) p<0,05 em relagao ao controle. (**) p<0,01 em relagdo ao controle.
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Tabela 7. Analise Kruskal-Wallis com po6s teste de Dunn da ocorréncia de alteragdes nos rins de Danio rerio grupos controle e expostos ao Difosfato

de Cloroquina (DCQ). Valores sao representados como média = desvio padrao.

ngcentragao vacuolizagao Dilatagao tubular Novo néfro~ns/ Aumentq/ atrofia Redugéo do espago de Oclusio da luz tubular
Q (ng/L) regeneracao glomeérulo Bowman
Controle 95,816,6 6+2,3 2,8%1,3 0 0 2418,2
06 97,2+1,3 24,449,9 12,445,4** 12,246,1 17,8t4,7 35,8+13,7
18 96,811,3 43,6110,3 6,613,1 13,848,1 18,4+5,5 44,6+11,3
5.4 92,4+9,5 7919,4%* 15,4+6,1** 37,6+13,2%* 36,8+5,4** 51,2+9,2*
16,2 99,4+0,9 87,8+10,6** 15,4+9,3** 50+12** 51,4+8,6** 82,2+13,8**
48,6 94,8+8,3 92,245,6** 8,4+2,9 55,2+10,1** 52,6+7,7** 92,2+7,6**
Valor de P 0,2077 <0,0001 0,0068 0,0001 <0,0001 0,00021

(*) p<0,05 em relagao ao controle. (**) p<0,01 em relagdo ao controle.
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As alteracdes contabilizadas no grupo controle para os trés orgaos, indicam que os
peixes estavam saudaveis de acordo com o IAH (1-4). Na exposi¢do a 0,6 pg/L de DCQ, as
branquias e o figado apresentaram um IAH moderado de alteragdes (12-14) e o rim estava
dentro da faixa da normalidade (6). Nas demais concentragdes, as branquias e os figados
estiveram dentro da faixa de IAH que indica que o 6rgdo foi moderadamente a fortemente

alterado (entre 22-34). Os rins permaneceram dentro da normalidade (6) (Tabela 8).

Tabela 8. indices de Alteragdo Histoldgica (IAH) nos orgdos de Danio rerio grupo controle e

expostos em diferentes concentragdes de Difosfato de Cloroquina (DCQ) durante 21 dias.

Concentracbes DCQ (ng/L)

Orgaos Controle 0,6 1,8 54 16,2 48,6
Branquias 4 14 24 34 34 34
Figado 1 12 22 23 24 24
Rins 4 6 6 6 6 6

4.3. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

Na analise de componentes principais (ACP) dos biomarcadores histolégicos das
branquias, aproximadamente 78% da varidncia pode ser atribuida ao Componente 1 (PC1)
sendo o0s biomarcadores mais responsivos por ordem decrescente: DSVC (0,406), FL (0,404),
EN (0,403), AN (0,391), FT (0,377), H (0,337) e DE (0,313) relacionados as concentracfes
mais altas de DCQ, exceto por FL, EN e H que foram relacionados a 1,8 pug/L. O Componente
principal 2 (PC2) correspondeu a aproximadamente 13% da variancia e foi caracterizado pelos
DE (0,583) e FT (0,402) relacionados a concentracdo as concentracfes mais altas (Figura 24).

Na ACP dos biomarcadores histolégicos do figado, aproximadamente 70% da variancia
pode ser atribuida ao Componente 1 (PC1) representado pelos NP (0,497), DCC (0,474), D
(0,464), NPC (0,415) e V (0,373), relacionados as concentracdes mais altas de DCQ. O
Componente principal 2 (PC2) representou, aproximadamente 15% da variancia e foi
caracterizado pelos D (0,464) e V (0,373) relacionados a concentragéo 5,4 pg/L (Figura 25).

Por fim, a ACP dos biomarcadores histologicos do rim, aproximadamente 63% da
variancia pode ser atribuida ao Componente 1 (PC1) representado pelos REB (0,497), AG
(0,489), DT (0,485), OL (0,468) e NF (0,237) relacionados as concentragdes mais altas de DCQ.
O Componente principal 2 (PC2) representou, aproximadamente 17% da variancia e foi

caracterizado pelos V (0,899) ndo relacionado a nenhum tratamento (Figura 26).
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@ Controle
0.6 ng/L
1.8 ng/L

® 54 gl 3,007
16.4 ng/L

® 48.6 ugll

Compenent 2

-3.00-

Component 1 PC Eigenvalue % variance
1 5.44682 77.812
2 0.947331  13.533

Figura 24. Andlise de Componentes Principais (ACP) de biomarcadores histologicos das branquias de Danio rerio. FL fusdo de lamelas; H

hiperplasia; NA aneurisma; DSVC dilatacdo seio venoso central; EN encurtamento de lamelas; FT fusdo total; DE desprendimento epitelial.
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@ Controle
0.6 ng/L
1.8 ng/L

® 5.4 gl 3,007
16.4 ng/L

® 48.6 ugll

Compenent 2

-3.00-

Component 1 PC Eigenvalue % variance
1 3.49357 69.871
2 0.769578  15.392

Figura 25. Anélise de Componentes Principais (ACP) de biomarcadores histologicos do figado de Danio rerio. NPC_F nucleo periferia da célula;

DCC_F deformagao no contorno celular; NP_F nucleo picnotico; V_F vacuolizagdo citoplasmatica; D_F degeneracado citoplasmatica.
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@ Controle
0.6 ng/L
1.8 ng/L

® 54 gl 3,007
16.4 ng/L

® 48.6 ugll

Compenent 2

6.0

-3.00-

Component 1 PC Eigenvalue % variance
1 3.81341 63.557
2 1.04523 17.421

Figura 26. Analise de Componentes Principais (ACP) de biomarcadores histologicos do rim de Danio rerio. V_R vacuolizagdo tubular; DT R

dilatacdo tubular; NF_R novos néfrons; AG_R aumento glomerular; REB R redu¢do do espago de Bowman; OL oclusdo da luz tubular.
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5. DISCUSSAO

As branquias, figado e rins sdo responsaveis pelas fungdes vitais dos peixes, como a
respiragdo, acumulagdo, biotransformacdo e excrecdo de xenobiodticos. O maior numero de
alteracdes observadas nas branquias se deve ao fato deste 6rgao estar em contato com o farmaco
e de forma continua (Menéndez-Helman et al., 2020). Entre as alteragdes observadas, a
hiperplasia do epitélio e a fusdo das lamelas secundérias (proliferacdes celular), bem como o
encurtamento de lamelas secundarias, sdo consideradas mecanismos adaptativos de defesa, pois
reduzem a area superficial e aumentam a distancia entre os contaminantes, diminuindo a taxa
de absorcdo (Bernet er al., 1999; Capaldo et al., 2019). Porém, essas alteracdes podem
prejudicar os processos respiratorios, como reducdo da troca gasosa e idnica levando a hipoxia
até fusao lamelar completa com o desaparecimento das lamelas secundarias e supressao da
superficie respiratoria (Antunes et al., 2017; Gao et al., 2023).

Outro mecanismo adaptativo de defesa para reduzir a captagdo de contaminantes, ¢ o
levantamento da camada epitelial das lamelas secundarias do tecido conjuntivo subjacente
aumentando a barreira dgua-sangue e a distancia de difusdo da dgua circundante aos capilares
(Fernandes; Mazon, 2003; Nunes et al., 2014). De acordo com Bernet (1999) e Rodrigues et al.
(2019) esta alteracdo ¢ classificada como uma lesdo regressiva, que pode promover a mudanga
da arquitetura tecidual ou até mesmo a destrui¢do de células e tecidos provocando reducdo ou
perda funcional. No presente estudo, esta alteracao foi pouco frequente, mas o efeito ndo pode
ser descartado se o animal permanecer neste ambiente por mais tempo ou em concentragdes
maiores das analisadas.

No que diz respeito as alteragdes circulatorias, o edema ¢ geralmente referido como um
primeiro sinal de patologia (Omar ef al., 2014), resulta no aumento da distancia entre o sangue
e a agua, o que pode ser considerado um mecanismo de defesa contra substancias toxicas
circundantes, mas também pode levar ao fornecimento insuficiente de oxigénio ao sangue e
evoluir para o aneurisma (Wolf et al., 2015). J4 o aneurisma, ¢ uma alteragdo vascular
relacionada a ruptura das células pilares resultando em aumento do fluxo sanguineo no interior
das lamelas, dilatacdo do canal marginal e congestdo sanguinea, causado pelos efeitos diretos
dos contaminantes (Camargo; Martinez, 2007; Santos et al., 2014 ). Os aneurismas foram
frequentes a partir da exposicao a 1,8 pg/L de DCQ, uma concentragao de ocorréncia ambiental
em agua superficial. Além disso, o aumento de dilatagdes no seio venoso central em funcao da
concentracdo de DCQ, atuaria para reparar a falta de trocas gasosas, provavelmente associadas

a esse controle respiratdrio mediante a exposi¢do (Buzo, 2018).


https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651318311461?via%3Dihub#bib6
https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651318311461?via%3Dihub#bib4
https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651318311461?via%3Dihub#bib10
https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651318311461?via%3Dihub#bib56
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Similarmente, fusdo de lamelas secundarias, congestdes sanguineas e levantamento
epitelial, foram observadas em carpa comum (Cyprinus carpio), na exposi¢ao a 3,16 mg/mL de
DCQ por 35 dias (Ramesh, 2018). As alteragdes branquiais nao sdo especificas ao farmaco ou
ao D. rerio, uma vez que lesdes branquiais sdo respostas generalizadas a qualquer condigdo de
estresse, observadas em muitas espécies de peixes expostas a diferentes tipos de contaminantes
aquaticos, inclusive a excre¢ao dos peixes, que, durante o confinamento em aquarios pode
causar altera¢des de baixo risco (Thurston et al., 1984; Evans, 1987; Rodrigues et al., 2019;
Capaldo et al., 2019; Gao et al., 2023; Marinsek et al., 2024) que podem justificar as presentes
no controle.

Assim, nossos resultados mostraram que concentragdes ambientalmente relevantes de
DCQ alteraram a morfologia branquial de D. rerio, com prejuizos na respiracao, mostrando
maior indice patologico branquial total e maior frequéncia de ocorréncia de lesdes
contabilizadas na extensdo do 6rgdo em concentragdes mais elevadas.

Ja a toxicidade hepatica nos peixes ndo apresenta um padrdo de resposta local a
intoxicagao como ¢ visto para outros vertebrados (Wolf et al., 2015). Nesse sentido, o estresse
oxidativo e a sobrecarga de adipocinas, por exemplo, promovem inflamacao e podem exacerbar
o dano aos hepatocitos (Goessling; Sadler, 2015).

A vacuolizacdo dos hepatocitos ¢ um desses casos € 0 aumento observado em peixe-
zebra pode ser devido ao armazenamento de energia (glicogénio ou lipidio) ou uma alteracdo
degenerativa, resposta toxicoldgica frequente em peixes (Braunbeck, 1998; Stehr ef al., 1998;
Wolf; Wheeler, 2018). Por exemplo, a vacuolizagdo do tipo glicogénio ¢ caracterizada como
floculenta, angular, com margens suaves e dilatagdo do ntcleo, enquanto a vacuolizacio
lipidica causa espacos circulares claros, bem delineados com o dilatagdo do nucleo para a
periferia da célula quando o citoplasma ¢ ocupado por um ou dois grandes vactiolos (Wolf;
Wolfe, 2005; Snyder ef al., 2023).

A vacuolizagdo também pode estar associada a inibi¢ao da sintese proteica, esgotamento
de energia, desagregacao de microtubulos ou mudancas na utilizacdo de substrato (Ahmed et
al., 2013; Younis et al., 2013; Rodrigues et al., 2019) e, portanto, pode indicar processos de
desintoxicagdo do DCQ com mobilizagdo de energia, conforme descrito no capitulo 2. A
vacuolizac¢ao pode ainda causar um aumento nos hepatdcitos, falha dos hepatocitos lesionados
em se dividirem mitoticamente (megalocitose) e inchago vacuolar das cisternas do reticulo

endoplasmatico (degeneragdo hidropica) (Hinton et al., 2018).
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A hipertrofia dos hepatdcitos geralmente ¢ acompanhada pela hipertrofia nuclear, e pode
ocorrer naturalmente devido a capacidade dos estrogénios de aumentar o metabolismo para a
producao de vitelogenina (Wester et al., 2003; Real et al., 2020), o que justifica a ocorréncia
no grupo controle. No entanto, estudos mostraram que a hipertrofia hepatica induzida por
medicamentos ou substancias quimicas pode ser causada pela proliferagdo de organelas, pelo
aumento dos processos de biotransformagao e por metabolizagdo de medicamentos pela acao
de enzimas (Nero et al., 2006; Schramm et al., 1998; Hall et al., 2012).

As alteragdes no formato nuclear foram observadas nos peixe-zebra expostos ao DCQ,
estando relacionadas a estagios de reparo da toxicose (Ferguson, 1989; Borges ef al., 2019). A
presenga de nucleos picndticos é considerada uma alteragao nuclear preocupante, pois, além de
ser a forma condensada irreversivel de cromatina, sugere lesao do figado (Pal et al., 2012). De
acordo com Hadi; Alwan (2012) esta alteracao pode estar associada ao processo de degeneracao
hepatocelular, podendo ser possivelmente um indicativo de necrose futura. Nos estudos de
Ramesh et al. (2018), também foram descritas alteragdes hepaticas como hepatdcitos alterados,
vacuolizacdo e degeneracdo, apos a exposi¢ao de carpas ao DCQ.

A degeneracdo citoplasmatica ocorre quando a célula ndo ¢ capaz de metabolizar
substancias exdgenas ou preexistentes acumulados em excesso no figado (Kumar, 2014). No
geral, a ocorréncia da degeneracao no figado de peixes reduz a funcao celular, causando uma
descompensagdo metabdlica e imunossupressdo, podendo ser reversiveis com o cessar da
exposi¢ao ao contaminante ou levar a quadros clinicos mais severos com mortalidade (Raposo
et al., 2021). As alteragdes histopatologicas no figado devido a exposicdo ao DCQ podem
prejudicar sua funcionalidade regular, afetando suas fungdes vitais. Isso pode reduzir a
capacidade metabolica e de desintoxicacao do figado, comprometendo outros 6rgdos e sistema
(Rodrigues et al., 2019).

A vacuolizag@o no epitélio tubular renal pode aparecer precocemente na exposi¢ao de
peixes a contaminantes, sendo reversivel com a retirada do contaminante, mas, pode evoluir
para alteragdes degenerativas (Sula ef al., 2020). No entanto, para a espécie D. rerio os tibulos
sao normalmente vacuolizados, ndo comprometendo o funcionamento do 6rgao (Wolf et al.,
2015) e no presente estudo esta caracteristica foi observada e ndo foi significativa, ndo
demonstrando, portanto, um quadro patologico.

A maior incidéncia de tibulos distais e proximais fechados observados em resposta ao
aumento da concentragdo de DCQ, fornece indicios de que esta alteracdo respondeu a dose-

efeito do contaminante. Embora, as microvilosidades (bordas em escova) dos tubulos renais
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juntamente com os procedimentos de fixacdo e coloragdo possam dar impressao de oclusao da
luz inclusive no controle, houve maior incidéncia de tubulos distais e proximais fechados em
resposta ao aumento da concentragao de DCQ. Como discutido por Silva e Martinez (2007) a
oclusdo de luz tubular impede o fluxo adequado de filtrado, ocorrendo devido ao acimulo de
certos materiais no limen e como consequéncia do inchago das células epiteliais, atrasando a
reabsor¢ao e secrecao do tubulo.

Outra alteracdo tubular observada nesse estudo foi a dilatagdo que se refere ao inchago
hidrépico, que pode ficar mais comum na exposi¢do de contaminantes (Hadi; Alwan, 2012).
Esta alteracdo pode ser identificada pela hipertrofia celular e presenca de pequenos granulos no
citoplasma, que assume a aparéncia de uma rede, que pode progredir para degeneracgdo hialina
(Takashima; Hibiya, 1995; Carvalho et al., 2018).

A presenga de substancias quimicas no sangue pode promover alteragdes na capsula de
Bowman, como proliferagdo anormal das células epiteliais e o espessamento da lamina basal,
que podem causar aumento glomerular e a diminuicao do espaco de Bowman, representando
um efeito patologico devido a reducdo da capacidade de filtragdo do rim (Hinton ef al., 1992;
Schwaiger et al., 1997; Carvalho ef al., 2018; Borges et al., 2019). Os glomérulos dos peixes
sdo variaveis em forma, tamanho e celularidade, mesmo em rins normais. Para identificar
doencas especificas, € essencial observar a presenca de fibrose periglomerular e
glomeruloesclerose. (Wolf ef al., 2015), doengas que ndo foram identificadas nos grupos em
estudo.

A neogénese, caracterizada por segmentos basofilos escuros e imaturos (tubulos ou
glomérulos) sdo observados em rins saudaveis, mas podem aumentar em resposta a lesao renal
(Reimschuessel, 2001; Kato et al, 2020) e observada neste estudo, indica adaptagdo e
regeneragao dos rins de D. rerio. Estudos sobre a influéncia de produtos farmacé€uticos nos rins
de peixe-zebra revelaram que ocorre producdo de novos néfrons devido a ativacdo dos
progenitores renais estromais, baseada no aparecimento de unidades de néfrons basofilicas e
restaurag@o funcional parcial em néfrons existentes alguns dias ap6s a lesdo (Diep ef al., 2011;
Mccampbell et al., 2015; Kato et al., 2020). Estas pesquisas sugerem que o epitélio do tubulo
do néfron danificado se recupera rapidamente do composto quimico.

As alteragdes estruturais ocorridas nos rins dos peixes expostos ao DCQ indicaram o
baixo comprometimento funcional, com IAH dentro do que ¢ considerado normal para peixes.
Isso pode ser explicado pelo contaminante passar primeiro no figado, 6rgdo mais comumente

associado aos processos de desintoxicacdo e biotransformacdo de xenobidticos e


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pathological-effect
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consequentemente, mais afetado por alteragdes morfologicas decorrentes de exposicdo a
contaminantes (Rodrigues; Fanta, 1998; Vliegenthart ez al., 2014), corroborado com o aumento
do IAH no figado de D. rerio apos exposicao a diferentes concentragdes de DCQ.

Um maior IAH nas branquias do que nos rins, pode sugerir que estas excretaram o
poluente ou parte dele, isso porque fisiologicamente, o papel principal do rim urinario € a
osmorregulacdo, e as branquias sdo responsaveis por mais de 80% da excrecdo de residuos
nitrogenados (Evans; Piermarini; Chor, 2005; Borges et al., 2019). Outra explica¢do para o
baixo impacto no rim, apds a exposi¢cdo ao DCQ em todas as concentragdes, pode ser devido
ao aumento da GST hepatica, responséavel pela biotransformacado e desintoxicagdo do farmaco
pelos peixes, conforme descrito no capitulo 2.

As lesdes encontradas no presente estudo sdo considerados alteragcdes de moderada a
baixa importancia patologica, sendo geralmente reversiveis quando termina a exposi¢do ao
contaminante (Polecsik; Mitrovic-Tutundizc, 1994; Rodrigues et al., 2019). Embora estas
alteragdes ndo tenham causado doengas graves nos orgaos analisados ou a mortalidade dos
animais nas concentracgdes estudadas, merecem atengao uma vez que nao ha um monitoramento
de farmacos em aguas brasileiras. Os valores obtidos na ACP evidenciam a capacidade dos
biomarcadores histoldgicos de responderem de maneira distinta a diferentes concentracdes de
DCQ, permitindo uma compreensdo mais profunda dos efeitos toxicos € os mecanismos de
resposta em diferentes orgaos. Isso pode ser essencial para o desenvolvimento de estratégias de
monitoramento e mitigacdo da exposi¢ao a contaminantes.

Ademais, devido a falta de uma regulamentagdo de concentracdes seguras de produtos
farmacéuticos para o ambiente e a populagdo e, por se tratar de uma substancia que tem um
potencial bioacumulativo (Kumari; Kumar, 2021), este estudo traz uma contribuicdo na
compreensao dos efeitos do DCQ e suas possiveis consequéncias a saude de peixes expostos a
concentragdes de ocorréncia ambiental, como perda de forca fisica devido a deformidades,
prejuizos na capacidade de fuga, alimenta¢do, reproducdo e por fim, da dificuldade em chegar

a vida adulta.
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6. CONCLUSAO

Os biomarcadores utilizados para as branquias, figado e rim de peixe-zebra sdo
indicadores uteis da polui¢do ambiental aquatica pelo DCQ, embora os mecanismos renais
tenham sido menos acometidos, provavelmente pela eficicia da excrecdo branquial e
biotransformacdes hepatica, gerando subprodutos menos toxicos. No geral foi observado com
o aumento das concentragdes, o aparecimento e prevaléncia de alteragdes. Os biomarcadores
histoldgicos mais responsivos a exposicao foram dilatagao do seio venoso central para as
branquias, nicleos picnéticos para figado e a redugio do espago de Bowman para rins. O Indice
de Alteragao Histologica (IAH) chama atengdo para o estagio moderado de severidade nas
lesdes encontradas, sobretudo para as branquias e figado, em concentragdes registradas em agua
superficiais e de ocorréncia durante a pandemia da COVID-19 (1,8 pg/L). O estudo evidencia
a importancia do monitoramento de produtos farmacéuticos em aguas residuais e em corpos
hidricos, com a priorizagdo de novas resolugdes que contemplem uma faixa de concentragao

segura para o meio ambiente, em que este estudo podera servir como referéncia.
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Capitulo 4. Consideracoes finais e perspectivas

A andlise da toxicologia do Difosfato de Cloroquina (DCQ) em peixe-zebra,
combinando biomarcadores histologicos e bioquimicos, ¢ de suma importdncia para
compreender os efeitos sistémicos da exposicdo cronica desse composto na dagua. Os
biomarcadores histoldgicos, como alteragdes em oOrgaos como figado, rins e branquias,
proporcionam uma visao detalhada dos danos causados pelo DCQ no nivel celular e tecidual.
Ja os biomarcadores bioquimicos, como enzimas hepaticas e estresse oxidativo, revelam
mudangas metabolicas e oxidativas, indicando a resposta fisioldgica do organismo a substancia.

O anexo IX (Correlagdo de Spearman entre os biomarcadores histoldgicos das branquias
e os biomarcadores bioquimicos do cérebro) e o anexo X (Correlacdo de Spearman entre os
biomarcadores histoldgicos do figado e do rim, e os biomarcadores bioquimicos do corpo)
demonstram que pode haver a correlacdo entre esses biomarcadores.

As alteragdes nos biomarcadores branquiais correlacionaram positivamente entre o
aumento de proteinas totais e triglicerideos no cérebro, o que pode explicar as proliferagdes
celulares que levam a fusdes totais. Além disso, os triglicerideos também foram correlacionados
a danos como o desprendimento epitelial, dilatagdo do seio venoso central e edemas, que pode
ser devido a alteracdo na permeabilidade das membranas celulares e acimulo de fluidos.

Os biomarcadores histologicos das branquias apresentaram correlagdo forte entre si, o
que pode estar associado aos mecanismos de defesa do 6rgdo. Enquanto o estresse oxidativo no
cérebro foi visto pela correlagdo positiva entre os biomarcadores PCO, TBARs e GST,
demonstra a sensibilidade deste 6rgdo para danos oxidativos. Além disso, os niveis de glicose
no cérebro foram correlacionados ao estresse oxidativo por PCO e TBARs.

No corpo, destacam-se as correlagdes positivas entre os metabolitos proteinas,
triglicerideos e glicose, possivelmente devido esses metabolitos poderem estar sendo utilizados
conjuntamente na compensacao energetica em situacao de estresse da exposi¢ao, além do DCQ
apresentar propriedades hipoglicemiante e de redugado dos triglicerideos.

A correlagdo positiva entre GST e as aminotransferases (AST e ALT) pode estar
associada a intensa atividade dos 6rgdos, principalmente do figado, para resistir a exposigao.
Isso pode ser confirmado devido as enzimas AST, ALT e LDH estarem correlacionadas
positivamente as alteracdes hepatocelulares inclusive nucleos picnoticos e na periferia da
célula, sendo a AST ainda relacionada ao aumento da degeneracdo e vacuolizagdo
citoplasmaticas. Além do figado, estas enzimas também foram correlacionadas positivamente a
alteragdes renais como dilatagao tubular, aumento glomerular, reducao do espaco de Bowman

e oclusao da luz tubular, evidenciando suas intensas a¢des nesses 0rgaos apos a exposicao.
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A atividade da ALP foi correlacionada positivamente as TBARs, uma vez que o aumento
do estresse oxidativo pode modular a atividade dessa enzima, e com os como danos nas células
do figado, como a vacuolizagdo citoplasmatica, com quem também teve correlagdo. Em
algumas condigdes, onde ha alteragdo do figado, tanto os niveis de ALP quanto de
imunoglobulinas podem estar elevados, sendo que as Igs também foram correlacionadas a
degeneracdo dos hepatdcitos, o que pode ser uma justificativa do seu aumento no muco.

Os biomarcadores do figado e do rim correlacionaram-se de maneira positiva entre si,
isso porque o DCQ e seus metabolitos sao metabolizados no figado e excretados pelos rins,
dessa forma os danos hepaticos podem alterar a metabolizacdo dos medicamentos,
potencializando a toxicidade renal.

Algumas correlacdes negativas entre os triglicerideos e os biomarcadores hepaticos
como vacuolizagdo e degeneragao pode estar atrelado a diminui¢ao dos lipideos que agem como
uma protecdo dos hepatocitos. A glicose também apresentou correlacdes negativas entre
biomarcadores do figado, rim e as enzimas ALP, AST, GST bem como TBARs e¢ PCO,
indicando que pode ter sido um mecanismo de compensacdo em situacdo de estresse. Os
biomarcadores de estresse oxidativo nao apresentaram nenhuma relagao entre si no corpo.

Essa abordagem integrada permite ndo apenas identificar os efeitos adversos do DCQ
no peixe-zebra, mas também compreender os mecanismos subjacentes. Além disso, esses
estudos sdo fundamentais para avaliar os riscos potenciais da contaminacdo da agua por
Cloroquina para os ecossistemas aquaticos e para a saude humana, uma vez que os peixes sao
uma importante fonte de alimento em muitas comunidades.

Portanto, a analise combinada de biomarcadores histologicos e bioquimicos em peixe-
zebra ¢ essencial para uma avaliacdo abrangente dos efeitos da Cloroquina no ambiente
aquatico, contribuindo para a tomada de decisdes informadas em relacdo a sua concentracido no
ambiente (<1,8 pg/L), o seu uso e descarte adequados, visando a preservagdo da saude dos
ecossistemas aquaticos e a prote¢ao da saude humana.

Como perspectivas futuras, recomenda-se a atencdo na interacdo da Cloroquina com
compostos inorganicos, como os metais € organicos, como 0s microplasticos, agroquimicos e
outros produtos farmacéuticos, coexistindo no mesmo ambiente aquatico e podendo ter a sua
toxicidade alterada. Além disso, estudos de remocao da Cloroquina na agua, conforme visto na
revisdo de bibliografia no primeiro capitulo, sdo extremamente escassos, demonstrando a
necessidade de avaliar diferentes matrizes que ajudem a degradar esse composto na agua,

incluindo o estudo com substancias quimicas ou organismos vivos como plantas, algas e fungos.
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ANEXO 1. Autorizacdo comité de ética UNESP

vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\/
u nesp ¥ 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Ciéncia e Tecnologia
Campus de Sorocaba

CERTIFICADO

CEUA ICTS- Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sorocaba - UNESP

CERTIFICAMOS, que o protocolo registrado sob o n® 02/2022, mtitulado:-
“Efeitos da cloroquina utilizada no tratamento da COVID-19 sobre biomarcadores de
peixe-zebra (Danio rerio)” sob a responsabilidade da Profa. Dra Cleoni dos Santos
Carvalho (UFSCar - Campus Sorocaba-SP), tendo como colaboradores:- a
Doutoranda Marina Tauche Ferreira (Programa de Pos Graduacio em Biotecnologia
e Monitoramento Ambiental (PPGBMA)) e a Profa. Dra. Renata Fracacio Francisco
(UNESP ICTS), que envolve a utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho
de 2009 e com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMALIS (CEUA - ICTS — CAMPUS DE Sorocaba-UNESP), em reuniao
de 30/08/2022.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacédo Qutubro/2022 a outubro/2024
Espécie/linhagem/raca Danio rerio
N° de Animais 225
Peso/ldade Aproximadamente 3 meses (cerca de 2 cm e 0,3g)
Sexo Machos e fémeas
Origem Aquisicdo comercial
Parcial:- Envio para a CEUA:- outubro/2023
Compromisso/Relatorio(s) Final:- Envio para a CEUA:- outubro/2024

Sorocaba, 01 de setembro de 2022

H Assinado de forma digital por
Darllan Collins da Darllan Collins da Cunha e

Cunhae Silva:22397267845

Silvai22397267845 Ty 20720901 173255

Prof.Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva

Vice-Coordenador/CEUA ICTS

Av. Trés de Margo, 511, Alto da Boa Vista
CEP 18.087-180 F. (15) 3238-3484 — ceua.icts@unesp.br
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ANEXO II. Autorizaciao comité de ética UFSCar

Pro Reitoria  comisséo de Etica no Uso de Animais Yo7
. Universidade Federal de Séao Carlos
3 Pesquisa l-ll BT o

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DA CLOROQUINA UTILIZADA NO TRATAMENTO DA COVID-19 SOBRE
BIOMARCADORES DE PEIXE-ZEBRA (Danio rerio).", protocolada sob o CEUA n® 9517190922 (o 001712), Sob a responsabilidade de
Cleoni dos Santos Carvalho e equipe; Renata Fracécio Francisco ; Marina Tauche Ferreira - que envolve a produgao, manutengao
e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 17/10/2022.

We certify that the proposal "EFFECTS OF CHLOROQUINE USED IN THE TREATMENT OF COVID-19 ON ZEBRAFISH BIOMARKERS
(Danio rerio).", utilizing 205 Fishes (males and females), protocol number CEUA 9517190922 (i 001712), under the responsibility of
Cleoni dos Santos Carvalho and team; Renata Fracacio Francisco ; Marina Tauche Ferreira - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 10/17/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 11/2022 a 01/2023 Area: Biologia
Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 10al6semanas N: 205
Linhagem: Danio rerio Peso: 0Olalg

Local do experimento: Laboratério de Toxicologia de Contaminantes Ambientais e Histopatologias (LATHIS) do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sorocaba da Universidade Estadual Paulista [Jjilio de Mesquita Filho[] UNESP.

Sdo Carlos, 21 de outubro de 2022

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 9517190922
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ANEXO III. Medicao da dureza

AL N e

Coletou-se amostra de dgua do aquario (100 mL)

Adicionou-se a 4gua em um Erlenmeyer (250 mL)

Pipetou-se 1,5 mL de solugdo de NH4CL.

Adicionou-se eriocromo de modo a solugado ficar em uma coloracao rosa claro.
Utilizando uma bureta para a titulagao, completou-se-a com EDTA.

Foi iniciada a titulacio do EDTA na solugdo do Erlenmeyer até que se atingisse uma
coloracdo azul (ponto de virada), fechando-se a valvula e anotando o valor registrado
na bureta em mL.

O valor dado em mL era convertido para mg CaCO3/L multiplicando-o por 10.

Se a dureza estivesse acima dos 50 mg CaCOs/L, adicionava-se agua filtrada seguindo

a equagdo do volume ‘Cl. V1 = C2. VZ‘ Onde Cl= concentra¢do da dureza; C2=

concentragdo ideal “44”; V1= volume de agua do aquario; ¢ V2= volume pretendido.
Ap6s determinar o valor de V2 subtraiu-se do valor de V1 para saber o volume de dgua
a ser completado.

Se a dureza estivesse abaixo dos 40 mg CaCOzs/L, adicionava-se agua reconstituida
(ANEXO 1V), seguindo a formula Onde x= a concentragdo obtida em mg
subtraida da concentragdo ideal “44”; y=quantidade em mL de solu¢do 1 e metade (y/2)

da quantidade em mL da solugdo 2; e V= volume do aquério em L.

Wi o= W= o=
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ANEXO 1V. Preparaciao da agua reconstituida

SOLUCAO 1.
1. Pesou-se 3g de Sulfato de Calcio Dihidratado (CaSO4.2H>0) e completou-se um baldo
volumétrico de 2L com agua destilada.
2. Colocou-se em agitacao e brando aquecimento até que a solucdo se dissolvesse.

3. Estocou-se em frasco ambar e armazenou-se em temperatura ambiente

SOLUCAO 2.
1. Em um baldo volumétrico de 2 L adicionou-se 0,4 g de KCL (cloreto de potéssio), 9,6
g de NaHCOs3 (bicarbonato de so6dio) e 12,2 g de MgS0O4.7H>0 (sulfato de magnésio
heptahidratado)
2. Agitou-se vigorosamente até que nao fosse possivel observar partes ndo dissolvidas.

3. Estocou-se em frasco ambar e manteve-se em refrigeracdo em 4 a 10° C.
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ANEXO V. Teste de sensibilidade com substincia de referéncia cloreto de sédio (NaCl).

Concentragcbes  Numero de organismos expostos ~ NUmero de mortes em 48 h

(9/L)
0 10 0
5 10 0
75 10 0
11,25 10 8
16,88 10 10
25,22 10 10

CLso NaCL em 48 h = 9,96

TLimite maximo= 11,04

JLimite minimo= 8,99

Sal 159L 12548 (68391 25329




136

ANEXO VI. AVALIACAO LC-MS/MS
Extracéo farmacéutica

Para amostras de agua, o pH foi ajustado para 6,0 usando gotas de acido formico
concentrado e 500 mg de Na2EDTA foram adicionados para evitar a quelacdo de produtos
farmacéuticos com cations metélicos. Amostras de 50 mL foram entdo enriquecidas com padrado
interno azitromicina-d3 (AZI-d3; concentracdes finais 10 mg/L) adquiridas da Sigma-Aldrich
(Séo Paulo, Brasil) e posteriormente filtradas através de cartuchos Oasis HLB de 6 cc, 500 mg
SPE ( Waters, Milford, MA, EUA) pré-condicionado com 4 mL de metanol seguido de 6 mL
de agua ultrapura. ApoOs carregar as amostras, 0s cartuchos foram suavemente secos com
nitrogénio gasoso e eluidos com 6 mL de metanol. Os eluentes foram evaporados sob uma
corrente de nitrogénio até um volume de ~0,1 mL e reconstituidos com 1 mL de metanol/agua
(1:9 v/v) antes de serem centrifugados por 20 min a 12.000 x g. O sobrenadante resultante foi

reconstituido com um tampé&o aquoso (0,1% de &cido férmico) até um volume final de 1 mL.

Analise cromatografica

A separacdo farmacéutica empregou eluicdo gradiente com uma fase movel consistindo
de 0,1% de acido férmico em &gua Milli Q (A) e 0,1% de &cido formico em acetonitrila (B)
durante um tempo total de execucao de 19 minutos. O protocolo de gradiente comegou com 5%
de B e atingiu 80% de B em 12 minutos, depois diminuiu para 50% de B nos 14 minutos
seguintes. Posteriormente, houve um aumento gradual para 65% de B em 17 minutos,
retornando finalmente a concentracdo inicial de 5% de B no 19° minuto. Os parametros do
instrumento que conduzem a separacdo eficiente incluiram uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min,
uma temperatura de coluna de 38 °C e um volume de inje¢do de 1 pL. As andlises por
espectrdometro de massa foram realizadas no modo monitoramento de multiplas reacoes
(MRM), com temperatura de interface de 375 °C e tenséo de interface de 4000V. As transi¢des
fon precursor/ion produto para Cloroquina foram 320,2/247,2 e 324,3/146,3 e o tempo de
retencdo da Cloroquina foi de 10,39 minutos.

A curva de calibragcdo foi construida utilizando o padrdo analiticos Difosfato de
Cloroquina Sigma Aldrich. A solugéo estoque padrao do composto (1000 pg/L) foi preparada
usando metanol/acido formico a 0,1%. A curva de calibragcdo compreendeu dez pontos,
variando de 0,1 a 500 ng/L para o analito, e incluiu 500 ng/L de padréo interno. A linearidade
foi avaliada por meio de padronizagéo externa utilizando modelo de regressao linear e solugoes
padrdo nas concentragdes de 0,3, 0,6, 1,0, 2,5, 5,0, 10, 20 e 40 pg/L. Cada lote de amostras

incluiu trés brancos, trés padrdes e trés amostras fortificadas para controle de qualidade.
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Validacédo do método

A precisdo do método foi avaliada por meio de testes intradiarios, com os resultados
expressos como a porcentagem do desvio padréo relativo (%RSD) de trés réplicas de inje¢des.
O limite de deteccao (LOD) foi determinado pela injecdo de amostras de agua enriquecidas (n
= 20) e pela identificacdo da concentracdo minima do analito que rendeu uma relacdo sinal-

ruido (S/N) de 10. A preciséo e o LOD foram avaliados com um aumento até 20% de tolerancia
em RSD.

Farmaco Linearidade R? Intra-day RSD% LOD Recuperacao (%)
(ng/L) (n=6) (ng/L)
DCQ 1-40 0.997 8.15/10.12 25 82




ANEXO VII. Processamento de tecidos histologicos e parafiniza¢io

Banho
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Reagente
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A

Xilol

Xilol

Xilol
Parafina (60°C)
Parafina (60°C)

Tempo
1h
1h
1h
1h
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1h
1h
1h
1h
1h
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ANEXO VIII. Procedimento de coloracio com eosina-hematoxilina (H.E).

Etapa
1

© 00 N o o1 B~ WD
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Reagente
Xilol
Xilol
Xilol

Alcool — Xilol (1:1)
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A
Alcool Absoluto P.A

Alcool 95%
Alcool 90%
Alcool 70%
Agua
Hematoxilina
Agua
Eosina
Agua
Alcool 70%
Alcool 90%
Alcool 95%
Alcool 100%
Alcool 100%
Alcool 100%

Alcool — Xilol (1:1)

Xilol
Xilol
Xilol

Colagem das laminulas

com Entellan

Tempo

5 min
5 min
5 min
5 min
3 min
3 min
3 min
3 min
3 min
3 min
30s
4 min
30s
2 min
30s
30s
30s
30s
30s
30s
30s
5 min
5 min
5 min
5 min

139



140

ANEXO IX. Correlacdo de Spearman entre os biomarcadores histologicos das branquias e os biomarcadores bioquimicos do cérebro.
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Nota: Nas branquias: FL fusdo de lamelas; H hiperplasia; NA aneurisma; DSVC dilatagdo seio venoso central; EN encurtamento de lamelas; FT
fusdo total; DE desprendimento epitelial. No cérebro: PT proteinas totais; GC glicose; TG triglicerideos, PCO proteinas carboniladas; TBARs

espécies reativas do acido tiobarbiturico; GST glutationa S-Transferase. |:| P<0,05
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ANEXO X. Correlaciao de Spearman entre os biomarcadores histologicos do figado e do rim, e os biomarcadores bioquimicos do corpo.

s
2 g g 4 2 = E: 3 @
(& | - R —
s - [(®][®] - @] ® =]
NP o et e - [ L | - - -
VF EE - |- =
oF -] - || @ (@] « [& |
VR -
DTR - | || ® | - | |- | e |
NFR - 1
AGR - | cele|e N
REBR i - -> |- | = - || = (8.
OLR - - - |®|)|e - -
PT - - =
T | === - 0333
- s l=l=l=1=] I
PCO - - - !
TBARS <4» -
cor | - -
st - - - =
AT [=]
ALP -
Low - = |
) g S

Nota: No figado: NPC_F nucleo periferia da célula; DCC_F deformagdo no contorno celular; NP _F ntcleo picndtico; V_F vacuolizagao
citoplasmatica; D _F degeneracdo citoplasmatica. No rim: V_R vacuolizacdo tubular; DT R dilatacdo tubular; NF_R novos néfrons; AG_R aumento
glomerular; REB_R redugao do espaco de Bowman; OL oclusdo da luz tubular. PT proteinas totais; GC glicose; TG triglicerideos, PCO proteinas
carboniladas; TBARs espécies reativas do acido tiobarbitirico; GST glutationa S-Transferase; AST aspartato aminotransferase; ALT alanina

aminotransferase; ALP fosfatase alcalina; LDH lactato desidrogenase; Ig imunoglobulinas. |:| P<0,05



