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RESUMO

PEREIRA, B. V. R. Efeitos agudos e cronicos dos farmacos paracetamol e propranolol em

diferentes biomarcadores de uma espécie de peixe neotropical. 2018. 99 f. Dissertacdo de

Mestrado (P6s-Graduacdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade

Federal de S&o Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba, 2018.

A contaminacdo dos ambientes aquaticos emergiu majoritariamente como uma consequéncia
das atividades humanas. A presenca de xenobidticos em corpos dagua pode afetar
drasticamente o ecossistema, ao causar efeitos deletérios para as espécies. A producdo, o
consumo e a eliminacdo inadequada de produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PCPs)
tém contribuicdes relevantes para essa contaminagdo. Apesar dos estudos ecotoxicoldgicos
existentes, ainda ha falta de dados relativos a efeitos em espécies nativas de regibes
neotropicais. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de duas substancias
farmacéuticas, paracetamol e propranolol, na espécie de peixe neotropical, Phalloceros
harpagos, nativa do Brasil e do Paraguai, por meio da analise de marcadores bioquimicos e
celulares. O paracetamol é um farmaco analgésico e antipirético; o propranolol é um -
bloqueador ndo seletivo. A avaliacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos dos medicamentos
descritos foi realizada através da analise de marcadores bioguimicos que indicam estresse
oxidativo e neurotoxicidade, nomeadamente as atividades das enzimas catalase (CAT) no
figado, glutationa-s-transferases (GSTs) nas branquias e colinesterases (ChEs) no tecido
nervoso da cabeca dos peixes. Individuos do organismo-teste foram expostos a 5 diferentes
concentracdes de cada uma das drogas sob regimes agudo (96h) e crénico (28d). Para a
exposicao aguda, além do controle (sem adicdo do farmaco), as concentracfes utilizadas
foram 8, 80, 800, 8000, 80000 pg L para o paracetamol e 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg L para o
propranolol. Para a exposi¢cdo cronica, as concentracdes, além do controle (sem adi¢do do
farmaco), foram de 5, 10, 20, 40, 80 pug L para o paracetamol e 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 pg
L para propranolol. Os resultados obtidos para a exposi¢do aguda mostraram aumento da
atividade das isoenzimas GSTs para a maioria das concentracdes de paracetamol (80, 800,
8000 e 80000 pg Lt) e de propranolol (1, 10, 100 e 1000 ug LY). As enzimas ChEs tiveram
aumento significativo na sua atividade apds exposicdo aguda ao paracetamol (80 pg L™). Na
exposicao cronica a atividade das isoenzimas GSTs foi aumentada para o propranolol (0,25 e
0,5 pg L1). Ja para o biomarcador de estresse celular, proteinas da familia HSP70, nos ensaios



agudos observou-se um aumento na intensidade de imunomarcagdo tanto para o paracetamol
(8, 80, 800, 8000 e 80000 pg. L), quanto para o propranolol (1, 10, e 1000 pg L), em
resposta a exposicdo aos farmacos. Em contrapartida, nos ensaios cronicos houve uma
diminuicdo na intensidade de marcacdo de HSP70, ap0s a exposicdo ao paracetamol (5, 10,
15, 20, 40, 80 pg L) e um aumento ap6s a exposicdo cronica ao propranolol (0,0625, 0,125,
0,25 e 0,5 pg L. As respostas obtidas indicam um esforco do organismo em retornar a
homeostase apds a exposicdo aos farmacos, seja na tentativa de eliminar o xenobiotico e seus
metabolitos (atividade das GSTs) ou na protecdo celular (imunomarcacdo das HSP70). Deste
modo, sob as condic¢des experimentais adotadas o peixe P. harpagos evidenciou alteragdes a
niveis bioquimicos e celulares, indicando a resposta primaria do organismo apds a exposi¢éo

aos compostos farmacéuticos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia aquatica. Phalloceros harpagos. Biomarcadores celulares.
Marcadores bioquimicos.



ABSTRACT

PEREIRA, B. V. R. Acute and chronic effects of the pharmaceuticals paracetamol and

propranolol in different biomarkers of a neotropical fish species. 2018. 99 f. Dissertacdo de

Mestrado (P6s-Graduacdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade
Federal de S&o Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba, 2018.

Aquatic environments contamination has emerged mainly as a consequence of human
activities. The presence of xenobiotics in water bodies can drastically affect the ecosystem, as
well as to cause deleterious effects to the species. Production, consumption and inappropriate
disposal of pharmaceuticals and personal care products (PCPs) have important contribution
for such contamination. Despite existing ecotoxicological studies, there is still a lack of data
and studies with native species from neotropical regions and the effects of such substances on
non-target species. Taking this into consideration, the present study aimed to assess the effects
of two pharmaceuticals, paracetamol and propranolol, on the neotropical fish species
Phalloceros harpagos, which genus is native to Brazil and Paraguay, through the analysis of
biochemical and cellular markers. Paracetamol is an analgesic and antipyretic drug used to
treat pain and fever; propranolol is a non-selective B-blocker. The evaluation of toxicological
effects of the described drugs was conducted through analysis of biochemical markers that
indicate oxidative stress and neurotoxicity, namely catalase (CAT) in the liver, glutathione-s-
transferases (GSTSs) in the gills and cholinesterases (ChEs) in the head. The test organism was
exposed to 5 different concentrations of each drugs under acute (96h) and chronic regimes
(28d). For the acute exposure, besides the control (without drug), the concentrations used
were 8, 80, 800, 8000, 80000 g L for paracetamol and 0.1, 1, 10, 100, 1000 pg L* for
propranolol. For the chronic exposure the concentrations, apart from the control (without
drug), were 5, 10, 20, 40, 80 ug L* for paracetamol and 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 pg L™ for
propranolol. Acute exposure results showed increased GSTs activity for most concentrations
of paracetamol (80, 800, 8000 and 80000 pg L) and propranolol (1, 10, 100 and 1000 ug L
1. ChEs had significant increase in activity for acute exposure to paracetamol (80 pg L). In
the chronic exposure GSTs activity was significantly increased for propranolol (0.25 and 0.5
ug L. For the cellular stress biochemical marker, a protein that belongs to the HSP70
family, an increase in the level of immunolabeling was detected after the acute exposure to
both paracetamol (8, 80, 800, 8000 e 80000 pg. L) and propranolol (1, 10, e 1000 pg L1).

On the other hand, after the chronic exposure a reduction in the level of HSP70 staining was



detected after exposure to paracetamol (5, 10, 15, 20, 40, 80 pg L) and an increase after the
exposure to propranolol (0,0625, 0,125, 0,25 e 0,5 pg L™?). The results obtained in this
research indicate an effort of the organism towards recovering its homeostasis after being
exposed to the compounds, whether that is through the attempt of getting rid of the
xenobiotics and its metabolites (GSTs activity) or even through cellular protection
(immunolabiling of HSP70). Thus, under the experimental condition adopted the fish P.
harpagos presented alterations on both biochemical and cellular levels, indicating the

organism’s primary response after exposure to these pharmaceuticals.

Keywords: Aquatic Ecotoxicology. Neotropical species. Phalloceros harpagos. Cellular

biomarkers. Biochemical markers.
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1 INTRODUCAO

Os impactos ambientais decorrentes de atividades humanas vém sendo alvo de estudos
no meio cientifico. Descartes de inimeras substancias com efeito bioldgico adverso, que séo
resultado de inadequados rejeitos industriais ou domeésticos, entre outros, causam no
ecossistema consequéncias de propor¢des ainda desconhecidas. Com o desenvolvimento
crescente de produtos e tecnologias, cujo objetivo se baseia em suprir as necessidades da
sociedade moderna, diversos contaminantes ambientais emergentes, como farmacos e
produtos de cuidado pessoal sdo descartados atraves de diversas vias € meios, e muitas vezes
acabam por chegar aos ecossistemas aquaticos (BOLONG et al., 2009; ARCHER et al.,
2017).

A deteccdo de tais contaminantes no meio aquatico se tornou possivel a partir do
desenvolvimento de métodos mais sensiveis, capazes de mensurar concentracdes em nivel
vestigiais de determinadas substancias (FAWEL e ONG, 2012; ARCHER et al. 2017). Neste
contexto 0s contaminantes emergentes se caracterizam por serem compostos quimicos
antropogénicos, como materiais cuja persisténcia e toxicidade afetam a biota (SAUVE e
DESROSIERS, 2014). Segundo Sodré et al. (2007), os contaminantes emergentes ndo estdo
enquadrados por politicas ambientais que norteiem seu uso, descarte e tratamento, e, por isso,
ha necessidade de estudos que possam auxiliar em uma maior compreensdo sobre o efeito de
tais contaminantes no ecossistema aquatico para subsidiar legislacao futura.

Os produtos farmacéuticos se enquadram na denominagéo de contaminantes emergentes
e seus efeitos na biota aquatica sdo estudados no ambito da ecotoxicologia (COLBURN e
CLEMENT, 1992; ARCHER et al., 2017). Diversos farmacos de uso humano ou veterinario,
e produtos de cuidados pessoais, sio muito consumidos (PETROVIC, 2003; FURLONG et
al., 2017), e constituem uma classe variada de compostos, tanto do ponto de vista da sua
estrutura molecular quanto em relacdo ao seu mecanismo de acdo e metabolismo (FAWEL e
ONG, 2012).

Séo diversas as fontes pelas quais os farmacos chegam ao ambiente, como por
exemplo, excrecdo humana por meio dos efluentes domésticos, degradagédo ineficiente nas
estacOes de tratamento de esgoto, excre¢do animal, lixiviagdo de aterros sanitarios e efluentes
de industrias (TERNES, 1998; ARCHER et al., 2017). No ambiente, os farmacos podem
sofrer biodegradacéo, transformacao e fotodegradacdo (EBELE et al., 2017). A classificacdo

destes farmacos como compostos pseudopersistentes provém, justamente, do Sseu uso
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continuo, levando em conta que a quantidade diariamente degradada seja igual a descartada
no ambiente. Além disso, sabe-se que tais compostos, mesmo que em concentragdes tdo
baixas quanto ng L*, sio capazes de exercer efeitos sobre a biota aquatica (FABRI e
FRANZELLITTI, 2016). Embora muitas vezes os efeitos desses compostos quimicos nao
sejam percebidos imediatamente, a longo prazo eles podem contribuir para as alteraces na
estrutura do ecossistema (OERTEL e SALANKI, 2003).

Adicionalmente, uma parcela consideravel dos farmacos é resistente a degradacédo e
transformacdo, o0 que o0s torna compostos com efeitos ambientalmente relevantes
(DAUGHTON e TERNES, 1999). Estes possuem também variado grau de lipofilia, o que
facilita a sua entrada nas células através da membrana celular (CORREIA, 2014). Além disso,
eles sdo desenvolvidos para exercer atividade biolégica mesmo em concentraces muito
baixas, e atuam em vias metabolicas, enzimaticas e celulares, que sdo geralmente
evolutivamente conservadas (FABBRI e FRANZELLITTI, 2016).

Gunnarsson et al. (2008) realizaram estudos para compreender a similaridade dos alvos
moleculares que sdo ativados pelos medicamentos, sendo que os resultados demonstraram que
muitos dos alvos/receptores farmacoldgicos sdo evolutivamente conservados entre as
espécies, podendo exercer o mesmo ou diferentes efeitos que exercem em humanos. Por
exemplo, o peixe paulistinha (Danio rerio) possui 86% de ortologia com os alvos de
humanos, o que nos permite concluir que ha uma similaridade muito grande entre as vias de
acao dos farmacos em humanos e neste animal. Ha neste sentido a necessidade de
compreender melhor como esses farmacos atuam em organismos ndo-alvo e assim avaliar o
impacto dos mesmos nos ambientes aquaticos.

Outro fato que deve ser levado em consideracdo € que, uma vez no organismo, o
farmaco passa pelo processo de biotransformacdo, que visa alterar a estrutura dos
xenobidticos de modo a torna-los compostos mais hidrossoltveis, podendo entdo ser
excretados principalmente pelos rins, através da urina. Além disso, é através desse processo
que as caracteristicas toxicas de determinadas moléculas podem ser neutralizadas, sendo
possivel também que sejam gerados metabdlitos que possuem variados graus de toxicidade
(KROON et al., 2017). Os compostos farmacéuticos sdo desenvolvidos a fim de possuirem
elevada atividade biologica e meia-vida longa, ocorrendo, no entanto, a diminui¢cdo ou
inativacdo da sua atividade bioldgica por meio da biotransformacdo (CORREIA, 2014). Com
isso, o farmaco pode ser eliminado tanto em sua forma inalterada, como nos seus metabolitos
(FENT et al., 2006).
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Diante do exposto, estudos vém sendo desenvolvidos a fim de identificar quais as
classes de farmacos que sdo mais encontradas nos meios aquéaticos (RABIET et al., 2006;
IBANEZ et al., 2013; CAMPANHA et al., 2014). Dentre as classes farmacéuticas encontradas
no ambiente, é possivel detectar a presenca de anti-inflamatorios, anti-hipertensivos,
antidepressivos, ansioliticos, antibidticos, antiepilépticos, entre outras classes que sdo usadas
para o tratamento de diversas condi¢des de saude/patologias que afetam os seres humanos e
animais (EBELE et al., 2017).

Dentre essas classes, frequentemente se encontram os analgésicos e antipiréticos, do
grupo dos derivados p-aminofendlicos nos quais esté incluido o acetaminofeno (paracetamol).
Dentre os anti-hipertensivos mais frequentemente reportados no meio aquatico, destacam-se
os B-bloqueadores como o propranolol, metaprolol, atenolol, entre outros (FABBRI e
FRANZELLITTI, 2016).

Muitos compostos farmacéuticos foram desenvolvidos para inibir a enzima
ciclooxigenase (COX) que é responsavel pela biossintese de prostaglandinas. As
prostaglandinas sdo moléculas sintetizadas pela COX, derivadas de acidos graxos, que estdo
associadas ao processo inflamatério, inclusive nos peixes (GOMEZ-ABELLAN e
SEPULCRE, 2016). Assim, os farmacos inibidores da COX podem interferir no processo
inflamatorio, na sensibilizacdo a dor e na regulacdo da temperatura corporal, pelo que sdo
designados analgésicos e antipiréticos.

O paracetamol é um analgésico antipirético muito utilizado, e seu mecanismo de agédo
ainda € pouco elucidado, mas sabe-se que tem por base a inibicdo da biossintese das
prostaglandinas (BOUTAUD et al., 2002). Devido ao seu vasto uso, ele pode ser encontrado
em efluentes e também em &guas superficiais em todo mundo, como por exemplo Franga
(RABIET et al., 2006), Espanha (GROS et al., 2006; GOMEZ et al., 2007; IBANEZ et al.,
2013), Estados Unidos da América (KOLPIN et al., 2002; BATT et al., 2008), e inclusive no
Brasil, tendo sido detectado em concentracdes de 0,840 pg L™ na bacia do Ribeirdo Anhumas,
na regido de Campinas (SODRE et al., 2007), 30,421 pg L no Rio Monjolinho em Sio
Carlos (CAMPANHA et al., 2014), ambos no estado de S&o Paulo, e 130 pg L em Trés
Lagoas no Mato Grosso do Sul (AMERICO et al., 2012a). Estudos apontam que em doses
terapéuticas o paracetamol € considerado seguro, no entanto, em sobredosagem esse
medicamento pode causar efeitos hepatotoxicos (XU et al., 2008), nomeadamente por causar
estresse oxidativo (RAMOS et al., 2014; NUNES et al., 2015).

O propranolol é um f-bloqueador muito receitado e utilizado no tratamento de

hipertensdo, pois atua reduzindo a frequéncia dos batimentos cardiacos através do blogueio
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dos adrenoreceptores (OWEN et al., 2009; ROBERTSON e BIAGGIONI, 2014). Este
medicamento pode ser encontrado em efluentes e em &guas superficiais de todo o mundo
como, por exemplo, Franca (ANDREOZZI et al., 2003; COETSIER et al., 2009), Reino
Unido (ROBERT e THOMAS, 2005; ASHTON et al., 2004) e Taiwan (LIN e TSAI, 2009).
Segundo outros estudos, este composto foi também encontrado no Brasil nas concentracGes
de 0,015 pg L e 0,026 pg L7, nos estados de Sdo Paulo e Amazonas, respectivamente
(CAMPANHA et al., 2014; THOMAS et al., 2014). Ademais, este farmaco € capaz de exercer
efeitos em organismos aquaticos, como estresse oxidativo e neurotoxicidade (SOLE et al.,
2009; SUN et al., 2015).

No sentido de conhecer e caracterizar os potenciais efeitos ecotoxicoldgicos dos
medicamentos, diversos estudos tratando dos efeitos de farmacos em organismos aquaticos
vém sendo desenvolvidos, incidindo principalmente na avaliacdo de parametros sub-
individuais como respostas fisiologicas a presenca destes compostos quimicos no meio,
através da quantificacdo de biomarcadores nos organismos (NUNES et al., 2004; NUNES et
al., 2008; BRANDAO et al., 2011; BRANDAO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2015). Os biomarcadores auxiliam na compreensdo de tais efeitos, uma vez
que sdo capazes de indicar perturbagdes da homeostase do organismo em resposta aos
xenobioticos. Assim, a homeostase, que é a habilidade de um organismo manter o seu meio
interno em um equilibrio quase constante por meio de diversos processos fisiologicos
coordenados, pode ser alterada tanto por fatores bioldgicos internos como fatores externos,
COmo exposicao a xenobidticos que induzem estresse oxidativo, alteragdes metabolicas ou até
mesmo inibicdo de enzimas que atuam na regulacdo de processos essenciais para a
manutencdo do organismo, como 0 neurolégico, por exemplo. Estas perturbacdes da
homeostase podem ser quantificadas e, portanto, os biomarcadores que as indicam sao
ferramentas amplamente utilizadas para a avaliacdo do impacto de contaminantes quimicos
presentes no ambiente sobre a biota (RODRIGUES et al., 2014).

Durante 0 metabolismo aerdbico envolvido no processo de respiracdo celular, sdo
formadas espécies reativas de oxigénio (EROS) que desempenham papel fundamental na
sinalizacdo celular, mas que podem ser toxicas se estiverem em excesso na célula, o que
ocorre quando se esgota a capacidade de defesa antioxidante da célula. Nesta situacdo, pode
dizer-se que se instalou um cenario de estresse oxidativo. Por isso, 0S organismos Vivos
possuem mecanismos celulares capazes de eliminar estes intermediarios reativos das células,
como a agdo do sistema antioxidante, seja ele enzimatico (composto por enzimas como a

superdxido dismutase (SOD) responsavel pela dismutacdo do anion superdxido, que acarreta
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na formagéo de H203; as enzimas que eliminam o H>O, formado como a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx)) ou ndo enzimatico (composto pelo tripeptideo glutationa
reduzida (GSH) e também por vitaminas, como A, C e E; SIES, 1986; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990; BERGAMINI et al., 2004; RAHAL et al, 2014).

O processo de biotransformacdo de xenobidticos também pode aumentar a producéo de
tais intermediarios reativos, fazendo com que haja um desequilibrio da homeostase, podendo
levar a danos oxidativos no DNA, proteinas e lipideos celulares (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SCHEIBMEIR et al., 2005). No sentido de evitar que xenobidticos
permanecam no organismo e exercam efeitos toxicos, existem mecanismos de
biotransformagdo que favorecem um aumento da sua hidrossolubilidade. Este processo de
biotransformacédo ocorre por dois mecanismos, o de fase | que envolve reacdes mediadas por
monooxigenases do citocromo P450 (CYP450) e o mecanismo de fase Il, no qual estdo
envolvidas as enzimas de conjugacdo como as glutationas-S-transferases (GSTs), que
conjugam o xenobidtico ou espécies reativas de oxigénio (EROS) com a GSH para que assim
as EROS sejam neutralizadas e o xenobidtico se torne mais hidrossoluvel e, portanto,
eliminado mais facilmente pelo organismo (BUHLER e WILLIAMS, 1988; SCHINONI,
2006; CORREIA 2014). No entanto, este processo de biotransformagéo ndo € desprovido de
efeitos adversos, pois 0 metabolismo oxidativo de fase | pode conduzir a producdo exacerbada
de EROS ou outro nucledfilo, mais reativo e tdxico, como no caso do metabolismo do
paracetamol.

Uma vez que os farmacos sdo biotransformados nos organismos, a selecdo de
biomarcadores para a avaliacdo dos efeitos destes compostos quimicos se da a partir do
conhecimento sobre as vias potencialmente ativadas por eles no organismo aquético (tanto
farmacoldgicas como toxicoldgicas), para que assim seja possivel avaliar se ocorre desvio da
homeostase. Dessa forma, no presente estudo, a selecdo dos marcadores bioquimicos (CAT e
GSTs) determinados ap6s a exposicdo do peixe Phalloceros harpagos ao paracetamol e
propranolol foi baseada em evidéncias indicativas da ocorréncia de estresse oxidativo em
organismos expostos a ambos os farmacos (DASH et al., 1990; OWEN et al., 2007;
FRANZELLITI et al., 2011; RAMOS, et al., 2014; NUNES et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2015). Ja o marcador bioquimico de neurotoxicidade foi selecionado a partir de estudos que
indicam que a atividade das enzimas colinesterases podem ser alteradas ap0s as exposi¢des a
esses farmacos em organismos aquaticos, como resultado de processos de estresse oxidativo
dos quais resultam intermediarios reativos e oxidantes que podem reagir com esta enzima e
inibir a sua atividade (SOLE et al., 2009; NUNES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).
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Assim, foram selecionadas como biomarcadores as atividades das enzimas catalase
(CAT) envolvida na degradacdo de H202 (SCIBIOR e CZECZOT, 2006), das isoenzimas
glutationa-S-transferases (GSTs), envolvidas na fase de conjugacdo durante a
biotransformacdo de xenobidticos, além de participar no processo de desintoxicacdo de
metabdlitos toxicos (enddgenos e exdgenos) e desenvolver um papel importante na defesa
antioxidante (RAZA, 2012), bem como o marcador de neurotoxicidade, que ¢ a atividade das
enzimas colinesterases (ChEs), envolvidas diretamente (no caso da forma acetilcolinesterase)
no processo de neurotransmissdo (SMALL et al., 1996).

Em adicdo aos biomarcadores bioquimicos, os biomarcadores celulares como as
proteinas HSPs (proteinas de choque térmico, Heat Shock Proteins) também contribuem para
a compreensdo dos efeitos subletais dos estressores em peixes (DEMEKE e TASSEW, 2016).
O estresse celular gerado pela exposicdo do organismo aos xenobioticos pode gerar efeitos
citotoxicos iniciais como o acUmulo de proteinas com alteracbes na sua estrutura
tridimensional que, por sua vez, ativa a transcrigdo génica dos membros induziveis da familia
HSP70 (NADEAU e LANDRY, 2007; CASTRO et al., 2014). Como as proteinas da familia
HSP70 desempenham a funcdo primordial de chaperonas celulares (ASHBURNER, 1982;
GARRIDO et al., 2001), o aumento na sua quantidade nos compartimentos celulares leva a
um efeito citoprotetor através do reparo das proteinas alteradas (DEMEKE e TASSEW,
2016).

Como a biotransformacdo hepética dos farmacos paracetamol e propranolol é passivel
de causar estresse oxidativo em organismos aquaticos (DASH et al., 1990; OWEN et al.,
2007; FRANZELLITI et al., 2011; RAMOS, et al., 2014; NUNES et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2015), o aumento de EROS pode desencadear efeitos proteotdxicos, atravées da reatividade
dos mesmos com as proteinas celulares (NIFOROU et al., 2014). Por esse motivo se faz
significativa a selecdo da HSP70 como biomarcador de proteotoxicidade a nivel celular
(BIERKENS, 2000). O aumento do nivel de HSP70 ap0s exposicdo ao paracetamol é uma
resposta frequente em vertebrados (SUMIOKA et al., 2004; KNOCKAERT et al., 2011,
GUILOSKI et al.,, 2017). De forma similar, também foi relatado em animais aquaticos
expostos ao propranolol (SUN et al., 2015) e outros farmacos B-bloqueadores (CONTARDO-
JARA et al., 2010).

A resposta de organismos a um mesmo composto quimico pode seguir padroes espécie-
especificos (OWEN et al., 2007; NUNES et al.,, 2014a). Existem muitos estudos que
relacionam a exposi¢cdo a multiplos xenobidticos (incluindo aos farmacos acima descritos) e

efeitos toxicos a varios niveis em diversas espécies. No entanto, a maioria dos estudos que



17

compreendem a area da ecotoxicologia aquatica com peixes como organismos-teste é
realizada com organismos-teste padréo, autoctones de ambientes temperados, os quais podem
ndo ser representativos para os demais ecossistemas, como o tropical, por exemplo. Com isso,
a espécie P. harpagos (LUCINDA, 2008) foi selecionada como organismo-teste no presente
estudo, por ser um representante dos peixes teledsteos autdctones da América do Sul, com
ampla distribui¢do no Brasil (LUCINDA, 2008; TERRA et al., 2013; MENDONCA et al.,
2014; YOSHIDA e UIEDA, 2014). Sendo assim, pretende-se neste trabalho avaliar os efeitos
dos farmacos paracetamol e propranolol em um peixe neotropical, P. harpagos, partindo da
andlise de alteragcbes em marcadores bioquimicos (CAT, GSTs, ChEs) e celulares (HSP70), a
fim de caracterizar os potenciais efeitos toxicoldgicos que podem acometer a biodiversidade

aquatica tropical.
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2 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo principal a avaliagdo do uso do peixe Phalloceros
harpagos, como representante de uma espeécie nativa brasileira, em bioensaios
ecotoxicoldgicos de exposicdo aguda (96 horas) e cronica (28 dias) aos farmacos propranolol
e paracetamol, a partir da analise das respostas dos biomarcadores bioquimicos e celulares.
Sendo assim, os objetivos especificos sdo:

a. Determinar a atividade enzimatica em diferentes 6rgdos do peixe. As enzimas
inclusas nesta determinacdo sdo catalase (CAT) no figado, glutationa-S-transferases (GSTSs),
nas branquias e as colinesterases (ChEs), na cabeca total.

b. Detectar e quantificar as proteinas da familia HSP70 nos hepatdcitos de P.

harpagos.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 ECOTOXICOLOGIA

O conceito de ecotoxicologia foi primeiramente descrito em 1969 na reunido do
Committee of the International Council of Scientific Unions (ICSU - Comité do Conselho
Internacional de Unides Cientificas) e se define como a ciéncia que estuda os efeitos toxicos
causados por poluentes naturais ou sintéticos em animais e vegetais, 0s quais compdem o
ecossistema (TRUHAUT, 1977).

Estes organismos que fornecem informagdes relativas aos efeitos induzidos pelas
alteracdes sofridas no ambiente sdo denominados bioindicadores (NIKINMAA, 2014). O
termo bioindicador foi definido por van Gestel e van Brummelen (1996), sendo que as
informacdes fornecidas pelo organismo perante determinadas condi¢cdes ambientais sdo de
diferentes escalas, podendo ser sua presenca ou auséncia, e até mesmo padrdes especificos em
seu comportamento que possam indicar a exposicdo aos contaminantes ambientais. Além
disso, um organismo bioindicador deve possuir sensibilidade ou tolerancia a diversos
parametros de alteragcbes ambientais, dentre eles a poluicdo (WASHINGTON, 1984).

Os estudos ecotoxicolégicos podem ser também realizados em condi¢des laboratoriais
bem definidas, nas quais todas as varidveis devem ser controladas, inclusive a
concentracdo/dose do xenobidtico para a qual € pretendido avaliar seus efeitos sobre os
parametros toxicoldgicos selecionados, existindo sempre um grupo controle ndo exposto ao
composto quimico (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). Neste caso, quando se recorre
a experimentos laboratoriais, sdo utilizados organismos-teste, 0s quais Sa0 expostos aos
diferentes agentes contaminantes sob condicBes abidticas controladas, a fim de analisar a
resposta dos mesmos a exposicdo (EDWARDS, 2004). Os organismos-teste podem ser algas,
peixes, microcrustaceos, microrganismos, entre outros organismos aquéaticos (COSTA et al.,
2008).

As respostas dos organismos submetidos a exposi¢do a um contaminante ambiental,
podem ser avaliadas através de biomarcadores que se definem como ferramentas sensiveis,
quantificaveis, capazes de mensurar tais respostas dos organismos, sendo especificas e faceis
de quantificar podendo ser avaliados através de métodos invasivos ou n&o-invasivos
(TIMBRELL, 1998), em nivel do individuo ou a nivel subindividual.
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No sentido de avaliar respostas bioldgicas apds exposicdo aos mais variados agentes
quimicos, é necessario selecionar organismos-teste, que Ssdo espécies que evidenciem
qualidades que os tornam adequados a serem utilizados em estudos ecotoxicoldgicos. Dessa
forma, as espécies utilizadas como organismo-teste devem apresentar algumas caracteristicas
importantes como a sensibilidade constante e elevada aos contaminantes ambientais, grande
disponibilidade e abundéancia no habitat, uniformidade e estabilidade genética nas populacdes,
representatividade de seu nivel tréfico, significado ambiental em relacdo a area de estudo,
ampla distribuicdo, facilidade de manutencdo e de adaptacdo as condicGes de laboratdrio
(COSTA et al., 2008). Entretanto, dentre as espéecies recomendadas em normas padronizadas,
como OECD, por exemplo, nenhuma é de ambiente tropical (com excecdo de uma norma
padronizada para microcrustaceo de ambiente neotropical, a Ceriodaphnia silvestrii; ABNT,
2003 e 2004).

3.2 FARMACOS NO AMBIENTE

Os farmacos no ambiente aquéatico sdo alvo de estudos desde o inicio dos anos 70, pois
s0 a partir do desenvolvimento de técnicas e equipamentos analiticos mais sensiveis foi
possivel detectar esses compostos em quantidades vestigiais no ecossistema aquatico,
incluindo na &gua para consumo humano (FAWELL e ONG, 2012; DAUGHTON, 2016). As
classes de farmacos encontrados no ambiente de todo o mundo sdo diversas, uma vez que na
sociedade moderna faz-se uso desses compostos tanto para a medicina humana ou veterinaria,
como também em préaticas como aquicultura, criacdo de gado e criacdo de aves (EBELE et al.,
2017). A Figura 1 evidencia as rotas pelas quais esses compostos podem chegar ao ambiente,

dependendo de sua origem de utilizacéo.
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Figura 1 — Fontes dos contaminantes emergentes em aguas superficiais e dguas de consumo humano. ETE —
Estacdo de Tratamento de Esgoto
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Fonte: Bila e Dezotti (2003).

Como mencionado anteriormente, os farmacos estdo presentes no meio aquéatico em
variadas quantidades e sdo provenientes de diversas fontes. As tabelas 1 e 2 evidenciam a
presenca dos farmacos paracetamol e propranolol, respectivamente, em efluentes do sistema

de tratamento de esgoto, rios, aguas de abastecimento, entre outros ambientes aquaticos, em
diversos paises.



Tabela 1 - Concentracdo do farmaco paracetamol em ambientes aquaticos.

Farmaco
Paracetamol

Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol

Paracetamol
Paracetamol

Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol
Paracetamol

Paracetamol

Paracetamol
Paracetamol

Paracetamol

Paracetamol

Concentracao
6 ug L?

10 ug L?
2,102 ug Lt
0,042 pug Lt

0,0083 — 0,211 pg L.
0,108 — 11,300 pg L™

5,529 — 6,957 ug L

0,220 pug Lt
0,840 ug L*

0,260 pg L

1,826 pg L.

0,062 — 0,388 pg L.

0,078 pg L
0,610 ug L*

0,085 — 15,700 pg L™

186,500 pg Lt

0,013 — 0,280 pg L™

130 — 2403 pg L

130 pg L

1,460 — 1,780 g L

30,421 pg L

2,566 pg L?

17 pug L?

Fonte: Elaboracdo propria

Local

Efluentes ETE, Europa
USA rios

Efluente ETE, Croécia
Rio Ebro, Espanha
Agua de Abastecimento,
Sul da Franca

Agua Residual, Sul da
Franca

Howdon WTW,
Inglaterra

Efluente ETE, Espanha
Ribeirdo Anhumas,
Campinas, Brasil
Efluente ETE New
Mexico, USA

Efluente ETE Cylfynidd,
Pais de Gales

Rio Taff, Reino Unido

Rio Danubio, Sérvia
Rio Sava, Sérvia

Rios Sindian, Dahan and
Gaoping, Taiwan
Efluente hospitalar,
Taiwan

Rio Atibaia, Sao Paulo,
Brasil

Corrego da Onga, Mato
Grosso do Sul, Brasil
ETE Trés Lagoas, Mato
Grosso do Sul, Brasil
Afluente, Espanha

Rio Monjolinho, Séo
Carlos, Brasil

Agua de superficie e
Agua subterranea, Sango
Ota, Nigéria

Estuério Porto de
Darwin, Australia
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Referéncia
TERNES, 1998
KOLPIN et al, 2002
GROS et al, 2006
GROS et al, 2006
RABIET et al, 2006

RABIET et al, 2006
ROBERT; THOMAS, 2006

GOMEZ et al, 2007
SODRE et al, 2007

BATT et al, 2008
KASPRZYK-HORDERN et
al, 2008
KASPRZYK-HORDERN et
al, 2008

GRUJIC et al, 2009
GRUIJIC et al, 2009

LIN; TSAI, 2009

LIN; TSAI, 2009
MONTAGNER et al, 2011
AMERICO et al, 2012a
AMERICO et al, 2012b

IBANEZ et al., 2013
CAMPANHA et al., 2014

OLAITAN et al, 2014

FRENCH et al., 2015



Tabela 2 - Concentracao do farmaco Propranolol em ambientes aquaticos.

Farmaco
Propranolol
Propranolol

Propranolol
Propranolol
Propranolol

Propranolol
Propranolol

Propranolol
Propranolol
Propranolol
Propranolol
Propranolol
Propranolol
Propranolol
Propranolol

Propranolol

Propranolol
Propranolol

Propranolol
Propranolol

Propranolol
Propranolol

Propranolol

Concentracao
0,170 pug L
0,120 pug L

0,01 — 0,04 pug L™
0,01 pug L

0,01 — 0,09 pug L™
0,01 pug L

0,026 — 1,900 pg
L-l

0,093 pug L*
0,03 ug L?

0,05 ug L?

0,29 pg L™
0,049 — 0,061 pg
L-l

0,06 — 0,119 pg L-
1

0,388 ug L*
0,032 — 0,077 ug
L-l

0,023 ug L?

0,089 ug L*

0,022 - 0,04 ug L-
1

0,225 ug Lt
0,017 pg L?

0,016 — 0,135 pg
L-l
0,015 ug L?

0,026 pg L*

Fonte: Elaboracdo propria

Local

Efluente ETE, Alemanha
Agua de superficie,
Alemanha

Efluente ETE, Franca
Efluente ETE, Grécia
Efluente ETE, Italia
Efluente ETE, Suécia
Agua de superficie/efluente
de &gua residual municipal
na América do Norte
Efluente, Reino Unido
Efluente, Suécia

Esgoto bruto, Suécia
Efluente ETE, Croécia
Estuério de Tyne, Reino
Unido

Howdon WTW, Inglaterra

Efluente ETE Cylfynidd,
Pais de Gales

Efluente ETE New Mexico,
USA

Agua de superficie, North
Shore Channel, Chicago
Efluente, Franca

Rio Mankyung, Coreia do
Sul

Efluente hospitalar, Taiwan
Rios Sindian e Dahan,
Taiwan

3 ETEs, Inglaterra

Rio Monjolinho, Séo
Carlos, Brasil

Iguarapé do 40, Manaus,
Brasil
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Referéncia
TERNES, 1998
TERNES, 1998

ANDREOZZ] et al, 2003
ANDREOZZ] et al, 2003
ANDREOZZ] et al, 2003
ANDREOZZ] et al, 2003
HUGGETT et al., 2003

ASHTON et al, 2004
BENDZ et al, 2005

BENDZ et al., 2005

GROS et al, 2006
ROBERT; THOMAS, 2006
ROBERT; THOMAS, 2006
KASPRZYK-HORDERN et
al, 2008

BATT et al, 2008

BATT et al, 2008

COETSIER et al., 2009
KIM et al, 2009

LIN; TSAI, 2009
LIN; TSAI, 2009

ZHOU et al, 2009
CAMPANHA et al., 2014

THOMAS et al, 2014
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3.2.1 Paracetamol

Como supracitado, o paracetamol € um farmaco amplamente utilizado na medicina
humana para o tratamento de dores moderadas e febre. Devido a sua eficiéncia analgésica,
esse composto pode ser utilizado em associacdo com cafeina e aspirina para o tratamento de
dores de cabeca e enxaqueca, por exemplo, 0 que acarreta no aumento de consumo do
paracetamol (SHANKAR e MEHENDALE, 2014).

Estudos indicam que, em doses terapéuticas, o paracetamol é considerado seguro. No
entanto, em sobredosagem esse farmaco pode causar efeitos hepatotoxicos (XU et al., 2008).
O paracetamol é metabolizado no figado, através de duas possiveis vias. Uma compreende
cerca de 90% do metabolismo desta substancia e acarreta formagdo de metabolitos
conjugados ndo-tdxicos, que sdo rapidamente excretados por via renal (nomeadamente,
conjugado com &cido glucurdnico e sulfato; XU et al., 2008). A outra via é a de bioativacédo
do paracetamol, onde enzimas do sistema citocromo p450 realizam sua metabolizacdo por via
oxidativa, em um processo que gera 0 metabdlito toxico N-acetil-p-benzoquinoemine —
NAPQI (XU et al., 2008). Este metabdlito €, por vezes, eliminado por conjugacdo com GSH;
em sobredosagem, no entanto, os estoques intracelulares dos cofatores acido glucurénico,
sulfato e GSH se encontram exauridos e ha o acimulo de NAPQI, causando efeitos
hepatotdxicos através da modificacdo de proteinas celulares, danos ao DNA e RNA, bem
como peroxidacdo lipidica (XU et al., 2008; KAVITHA et al., 2011; KLOPCIC et al., 2015).
Na figura 2, é possivel observar um esquema do processo metabélico do paracetamol no

organismo humano.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do metabolismo do paracetamol em humanos.
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Fonte: Adaptado de Bertolini et al. (2006)

O metabolismo do paracetamol pode também causar efeitos adversos em organismos
aquaticos. Estudos ecotoxicoldgicos indicam que pode haver alteracdes a nivel bioquimico em
plantas, microcrustaceos, moluscos e, também, em peixes, nomeadamente atraves da
ocorréncia de estresse oxidativo, indicado pela alteracdo de enzimas como as glutationa
peroxidase (GPx), GSTs e glutationa redutase (GRed), por exemplo (BRANDAO et al., 2011;
NUNES et al., 2014a; NUNES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).

3.2.2 Propranolol

O propranolol é um bloqueador dos receptores [-adrenérgicos ndo seletivo, muito
utilizado no tratamento de cardiopatias, hipertensdo, arritmia e, também, no tratamento de
angina (SHAND, 1975). Atualmente, este medicamento vem sendo utilizado em casos de
ansiedade, 0 que aumenta ainda mais 0 seu consumo, entretanto para este uso ainda carece de
estudos mais aprofundados (STEENEN et al., 2015).
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Estudos com organismos aquaticos demonstraram a capacidade do propranolol em
exercer diversos efeitos sobre eles (revisado por Owen et al., 2007), como a interferéncia na
quimiorrecepcdo e resposta dos eritrocitos a acidose em peixes, bem como efeitos sobre os f3-
receptores do cérebro, uma vez que este farmaco tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica em peixes e mamiferos.

Em mexilhdes (Mytilus galloprovincialis), a exposi¢cdo ao propranolol levou ao
estresse oxidativo, evidenciado por uma reducdo concentracdo-dependente na estabilidade da
membrana dos lisossomos dos hemdcitos (FRANZELLITI et al., 2011). Dash et al. (1990)
também demonstraram que o propranolol seria capaz de causar a diminui¢do da atividade da
acetilcolinesterase dos tecidos cerebrais e cardiacos de ratos submetidos a exposigdo cronica.
Levando isso em consideracdo, avaliar os marcadores bioquimicos de estresse oxidativo e
neurotoxicidade pode auxiliar na observacao dos efeitos da exposi¢do ao propranolol em P.
harpagos. Na figura 3 esta representado um esquema do metabolismo do propranolol no

figado de uma espécie de peixe, a carpa cruciana (Carassius auratus).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do metabolismo do propranolol no peixe Carassius auratus.
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Fonte: Adaptado de Ding et al. (2015).

3.3 0 ORGANISMO-TESTE

A espécie utilizada como organismo-teste foi o peixe Phalloceros harpagos (Figura
4), por ser um representante de fauna da regido neotropical, sendo classificado como
consumidor secundério. P. harpagos pertence ao género Phalloceros, que conforme descrigdo
de Machado et al. (2001), é caracterizado por pequeno tamanho corporal, ovoviviparo com

dimorfismo sexual e fémeas maiores e mais abundantes (Figura 5). Essa espécie é onivora,
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demonstrando hébitos canibais, no entanto se alimenta preferencialmente de insetos aquéaticos
e terrestres, vegetais, algas e sedimento (SOUZA et al., 2009). Encontra-se amplamente
distribuido na Ameérica do Sul, entre o Brasil e o Paraguai (LUCINDA, 2008). Outras
caracteristicas também favorecem a escolha de P. harpagos como organismo-teste, como sua
facil captura e manuseio. Essa espécie também é abundante e adaptavel a condicGes

laboratoriais, incluindo o processo de exposi¢do e a sua manutencdo nos aquarios.

Figura 4 — Peixe Phalloceros harpagos no ambiente aquatico.

Fonte: Modificado de Menezes et al. 2007.

Figura 5 — P. harpagos evidenciando a diferenca entre machos (A), pela presenca de gonopddio, e fémeas (B),
pela auséncia de gonopédio.

Fonte: Modificado de Lucinda, 2008.
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3.4 BIOMARCADORES

Os biomarcadores enzimaticos e celulares se enquadram no conceito anteriormente
descrito de Timbrell (1998), por serem uma resposta biolégica a nivel bioquimico e celular
quando o organismo € exposto a determinado contaminante. Além disso, eles se apresentam
como sinais preditivos (Figura 6), uma vez que sdo as primeiras respostas do organismo
quando em contato com o xenobidtico (VAN GESTEL e VAN BRUMMELEN, 1996;
TIMBRELL, 1998).

Figura 6 - Responsividade aos poluentes na hierarquizacdo biolégica. Os circulos vermelhos representam as

escalas dos biomarcadores estudados neste trabalho.
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Fonte: Modificado de Magalhées e Ferrdo Filho (2008).

Ha trés tipos de biomarcadores: os de exposicdo, que indicam a dose interna ou a
biodisponibilidade do xenobidtico ou de seus metabolitos no organismo; os biomarcadores de
efeito que indicam uma resposta adaptativa do organismo (moleculares, bioquimicas,
citoldgocas, fisioldgicas, etc); e os biomarcadores de susceptibilidade, que representam a
capacidade do organismo-teste responder a exposicdo a um xenobiotico especifico (VAN
DER OOST et al., 2003). As alteracbes mensuradas no organismo através dos biomarcadores
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de efeito podem auxiliar na compreensdo do dano causado pelos xenobidticos no ambiente,
uma vez que cada biomarcador pode indicar uma resposta fisiolégica do individuo de uma
populacdo a uma determinada condicdo ambiental, sendo possivel analisar o impacto dos
contaminantes antes que o dano atinja o ecossistema como um todo (AMORIM, 2003). A

seguir serdo elucidados os biomarcadores utilizados para o presente estudo.

3.4.1 O Uso das Atividades Enzimaticas das Defesas Antioxidantes como Biomarcadores

de Estresse Oxidativo

Os xenobiodticos que chegam aos sistemas aquaticos, muitas vezes por acdes
antrépicas, podem causar efeitos detectdveis a niveis bioquimicos nos organismos
pertencentes a este ecossistema. O estresse oxidativo pode ser um desses efeitos e se
caracteriza pelo desequilibrio dos sistemas prooxidativo e antioxidativo, no qual os efeitos
prooxidativos predominam (SIES, 1986). O estresse oxidativo é gerado pelo excedente de
espécies reativas de oxigénio (EROS) nas células, as quais sdo intermediarios quimicos de
existéncia muito fugaz, com elétrons desemparelhados em sua camada mais externa, 0s quais
reagem facilmente com outras moléculas a fim de alcancar a estabilidade (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990). As EROS sdo normalmente produzidas nas células em decorréncia do
metabolismo celular aer6bio desempenhado pela mitocondria, a partir da cadeia
transportadora de elétrons (BERGAMINI et al., 2004). As principais moléculas, como
esquematizado na figura 7, sdo anion superdxido (O2") e perdxido de hidrogénio (H20z), que
apesar de ndo ser radicalar, participa da reacdo de formacao do radical hidroxila, sendo que o
radical hidroxila (OH") é mais deletério e reativo as proteinas e DNA, sendo capaz de oxidar
grupos sulfidrilas e pontes dissulfeto (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHIEBER e
CHANDEL, 2014).

Entretanto, as espécies reativas ndo sdo somente as de oxigénio, também estando
presentes no organismo espécies reativas de nitrogénio, que compreendem o oOxido nitrico
(NO") e o dioxido de nitrogénio (NOz"), as quais sdo importantes na sinalizacdo celular,
proliferacdo de células do musculo liso e adesdo de leucdcitos (IGNARRO et al., 1999;
FANG et al., 2002).
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Figura 7 - Processo de formacédo das espécies reativas de oxigénio (EROS - através da cadeia transportadora de
elétrons na mitocondria). Nesta figura estd representada a formacgdo das trés principais EROS e os seus

respectivos eliminadores.
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Fonte: Adaptado de Scheibmeir et al. (2005).

Entretanto, as EROS desempenham um papel fundamental nas células, pois podem
participar na sinalizacdo intracelular, ou na ativagdo de células do sistema imunol6gico, como
0s macrofagos, que utilizam peréxido de hidrogénio no combate as bactérias e agentes
estranhos ao organismo (RAHAL et al., 2014).

As EROS podem ser produzidas também através do processo de biotransformacéo de
fase |1 que ocorre no organismo (SCHEIBMEIR et al., 2005). A biotransformacdo pode
ocorrer em duas fases. A fase | consiste nas reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrolise, que
levam a uma modificacdo estrutural do composto a ser metabolizado, com introducdo ou
exposicdo de um grupo funcional, mais reativo. Estas reacGes séo realizadas principalmente
por enzimas do citocromo P450, localizadas no reticulo endoplasméatico das células
(BUHLER e WILLIAMS, 1988) e normalmente acarretam um ligeiro aumento da
hidrossolubilidade da molécula, que pode, contudo, ndo ser suficiente para a sua excregdo por
via renal ou fecal. J& na fase I, ocorre a conjugacéo do composto com substancias endogenas,
que se ligam aos grupos funcionais introduzidos e/ou expostos aquando das reagdes de fase I,
e visa torna-lo mais hidrossoluvel (OMIECINSKI et al., 2011). Os processos das fases I e Il
sdo independentes, ou seja, 0 composto pode sofrer apenas reacdes de fase I, ou somente de

fase 1, ou as duas (CORREIA, 2014). Geralmente as reac¢des da fase | introduzem um grupo
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relativamente reativo, como o grupo hidroxila, na molécula, e este grupo funcional servird,
entdo, como ponto de ataque para o sistema de conjugacdo (fase Il), que fixa a ele um
substituto maior, como um grupo glicuronil, sulfato, acetil ou conjugacdo com a GSH
(SCHINONI, 2006; CORREIA, 2014).

AlteracBes a nivel de estresse oxidativo em peixes podem ocorrer tanto nas branquias
quanto no figado, uma vez que ambos o0s tecidos podem exercer metabolismo de xenobiéticos,
nomeadamente de fase | (pelas enzimas do citocromo P450; CHAMBERS e YARBROUGH,
1976). Além disso, peixes da espécie Oncorhynchus mykiss ap6s a exposic¢éo ao paracetamol
em ensaios agudos e crénicos em concentragdes comparaveis as concentragdes adotadas no
presente trabalho, Ramos et al. (2014) observaram em ambos os 6rgédos alteracfes a nivel do
processo de destoxificacdo de fase Il, com envolvimento das isoenzimas GSTs. Outro estudo
(Bartram et al, 2010) demonstrou o metabolismo do propranolol em figado e branquias pelas
isoenzimas do citocromo P450, sendo o experimento realizado in vivo e in vitro na espécie de
peixe O. mykiss, demonstrando que ambos 0s Orgdos possuem enzimas processo de
biotransformacao de fase I.

Os danos celulares que podem ser causados pelo estresse oxidativo, incluem as
reacbes com as moléculas adjacentes, como lipidios, carboidratos, proteinas, DNA, entre
outros (SCHEIBMEIR et al., 2005), que podem levar a consequéncias fisiologicas sérias,
como envelhecimento, inativacdo enzimética e cancer (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
A peroxidacao lipidica é um dos danos mais graves a célula, pois compreende uma série de
reacOes das EROS com os lipideos poli-insaturados (VALAVANIDIS et al., 2006). A
primeira reacdo € a da remocdo de hidrogénio (H) do &cido graxo, por parte das EROS, o que
faz com que a cadeia de carbono (C) fique instavel. A seguir ocorre a reagdo com 0 0xigénio
(O) e assim é formado o radical peroxil que ird reagir com outros lipideos e sera chamado de
lipidio hidroperdxido. Essas moléculas ainda sdo instaveis e na presenca de metal € formado o
malondialdeido (MDA) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), as células podem adaptar-se ao estresse celular
promovendo o aumento das defesas antioxidantes ou entdo podem sofrer danos celulares. As
defesas antioxidantes dos organismos envolvem diversas moléculas tais como enzimas, que
serdo elucidadas mais adiante, como também as vitaminas A, C e E que podem atuar como
antioxidantes ndo-enzimaticos, uma vez que essas vitaminas podem doar um elétron para as
EROS, tornando-o assim nao reativo (BERGAMINI et al., 2004).

A glutationa na sua forma reduzida (GSH) também desempenha um papel importante

no sistema antioxidante; é principalmente obtida através da alimentagdo, e mesmo sem a acéo
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de enzimas ela é eficaz na eliminagdo de espécies reativas, pois pode reagir diretamente com
elas; a GSH ao se ligar com o oxigénio, se torna oxidada (GS) e rapidamente se liga com
outra GS formando GSSG que pode ser reduzida novamente pela acdo da enzima glutationa-
redutase (Gred) (FANG et al., 2002) e a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH).

As defesas antioxidantes enzimaticas (Figura 8) sdo muito importantes para as células.
A remocdo dos O2" formados a partir do metabolismo mitocondrial (HALLIWEL, 2011) é
efetuada pela enzima superoxido dismutase (SOD), a qual catalisa a formacdo de H.O; pela
dismutagdo do radical superoxido (PISOSCHI e POP, 2015). O H.O: resultante da reacéo da
SOD pode ser decomposto pela atuacdo das enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx), inibindo a formacdo do radical hidroxilo (OH"), através das reacfes de Fenton e
Haber-Weiss que ocorrem na presenca de ferro e cobre (Figura 8). O radical hidroxil é
especialmente nocivo para a célula, pois para ele ndo ha nenhum sistema enzimatico de defesa
(BARBOSA et al., 2010).

Figura 8 - Sistema antioxidante enzimatico. SOD — Superdxido dismutase. CAT — Catalase. GPx — Glutationa

peroxidase. Gred — Glutationa redutase.
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Fonte: Barbosa et al. (2010).

As isoenzimas glutationa-S-transferases, também possuem papel na desintoxicacéo de

xenobioticos ou seus metabolitos, pois catalisam a sua conjugacdo com a glutationa reduzida
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(GSH) para que assim o xenobidtico se torne soluvel e facilmente excretado (HABIG et al.,
1974; LYTTLE et al., 1994; HUBER et al., 2008).

A acdo das GSTs esta igualmente relacionada com o combate ao estresse oxidativo.
Um dos efeitos das EROS na célula é a peroxidacéo dos lipideos das membranas, essa reacéo
pode gerar eletrofilos e epoxialdeidos, compostos potencialmente genotoxicos. Neste sentido,
enquadra-se 0 papel das GSTs no combate ao estresse oxidativo, pois sera formado um
complexo de conjugacdo com a glutationa que controlara tais compostos genotdxicos,
prevenindo, assim, o dano ao DNA (HAYES et al., 2005).

Os marcadores bioquimicos enzimaticos que participam do sistema antioxidante da
célula e desempenham papel fundamental na degradacdo desses intermediarios reativos,
podem ser considerados marcadores da ocorréncia do estresse oxidativo nas células
(HALLIWELL, 2011). As atividades destas enzimas especificas envolvidas na defesa
antioxidante sdo utilizadas como sinalizadores do estabelecimento de alteracGes deletérias
causadas pela exposicdo a agentes toxicos, que causam aumentos ou diminuicdes
significativas nas suas atividades. Isto permite que sejam consideradas biomarcadores, pois
guando ha o aumento de EROS nas células, as defesas antioxidantes enzimaticas podem
aumentar a sua atividade na célula como resposta, a fim de eliminar ou neutralizar esses
compostos (VALAVANIDIS et al., 2006).

Sendo assim, a escolha destes marcadores bioquimicos no P. harpagos se justifica
pelo fato de que ha estudos que associam o paracetamol e o propranolol as respostas ao
estresse oxidativo como, por exemplo, 0 aumento da atividade enzimética da CAT, GSTs,
GPx, Gred e também pelo processo de peroxidacdo lipidica em Oncorhynchus mykiss
expostos ao paracetamol, tanto em ensaios agudos quanto em cronicos, descritos por Ramos
et al. (2014). Outros estudos com organismos aquaticos também apontam para 0 mesmo efeito
apos exposicdes ao paracetamol, demonstrando que os mecanismos pelos quais este composto
exerce atividade toxica correspondem a vias evolutivamente conservadas (Daphnia magna,
OLIVEIRA et al., 2015; plantas aquéaticas, Lemna sp; NUNES et al., 2014b). Para o
propranolol, o estresse oxidativo foi observado por meio da alteracdo da atividade enzimatica
da CAT e GSTs no molusco Mytilus galloprovinciallis, além da reducdo da estabilidade da
membrana dos lisossomos dos seus hemdcitos, apos a exposicdo de 7 dias a este farmaco,

como descrito por Franzelliti et al. (2011).
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3.4.2 O Uso da Atividade Enzimatica das Colinesterases como Biomarcador de
Neurotoxicidade

As colinesterases sdo enzimas da familia das esterases, que realizam a hidrélise de
ésteres carboxilicos e estdo localizadas majoritariamente na membrana das células pos-
sinapticas das terminacdes nervosas (RANG et al., 2012), onde realizam a hidrolise da
acetilcolina. A acetilcolina € um neurotransmissor que atua tanto no sistema nervoso central,
quanto no sistema nervoso periférico (AMENTA e TAYEBATI, 2008). Os receptores para
este tipo de neurotransmissor sdo 0s muscarinicos e os nicotinicos (BROWN, 2006). A fonte
de colina para a sintese de acetilcolina, provém de moléculas precursoras transportadas
através da corrente sanguinea e também da recaptacdo de colina da fenda sinéptica pelo
neurbnio pré-sinaptico. A enzima colina-O-acetil-transferase (ChAT), presente no neurénio
pré-sinaptico, catalisa a reacdo de sintese da acetilcolina tendo como precursores de colina
moléculas como glicerofosforilcolina, fosforilcolina e fosfatidilcolina, além do doador de
acetil, a acetil-coenzima A (AMENTA e TAYEBATI, 2008; VENTURA et al., 2010). Apo6s
sua sintese, a acetilcolina é armazenada em vesiculas localizadas nas células pré-sinépticas
(PRADO et al., 2002). Quando ocorre o envio de um potencial de agdo, na sinapse, a
membrana da vesicula contendo acetilcolina se funde com a membrana plasmatica da célula
pré-sinaptica e ocorre liberacdo de acetilcolina na fenda sinaptica. A acetilcolina liberada se
liga a seu receptor no neurbnio pds-sinaptico, o0 que provoca a despolarizacdo na membrana
desta célula pds-sinaptica com a entrada de Na* e saida de K*, o que inicia um novo potencial
de acdo. Apos ser liberada na sinapse, a acetilcolina permanece o tempo suficiente para ativar
os receptores das células pds-sinaptica, e é posteriormente e rapidamente hidrolisada pela
enzima acetilcolinesterase, em colina e acetato. Apo6s a hidrolise da acetilcolina, a colina
retorna para o interior da célula pré-sinaptica, através dos transportadores de colina (CHT),
onde o neurotransmissor acetilcolina € novamente sintetizado, pela acdo da enzima (ChAT),
tal como demonstrado na figura 9 (AMENTA e TAYEBATI, 2008; VENTURA et al., 2010).

Quando ocorre o blogueio da enzima acetilcolinesterase 0 neurotransmissor
acetilcolina se acumula na fenda sinéptica, podendo acarretar até mesmo na morte do
organismo, uma vez que ha uma hiperexcitacdo do neurbnio pds-sinaptico do sistema nervoso
parassimpatico ou autbnomo (NUNES et al., 2005; RANG et al., 2012). Em vertebrados a
inibicdo da colinesterase pode causar convulsdes, inconsciéncia, secrecdo glandular excessiva
e faléncia respiratoria, podendo levar a morte, enquanto que em invertebrados ha uma
hiperexcitacio e morte por exaustdo (COLOVIC et al, 2013; CASIDA e DURKIN, 2013).
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Em peixes, estudos demonstraram a presenca da forma acetilcolinesterase (AChE)
entre as colinesterases, localizada principalmente na membrana da célula pds-sinéptica, e esta
envolvida no controle da neurotransmissao através da hidrolise da acetilcolina, substrato pelo
qual possui maior afinidade, mas atua também no processo de diferenciacdo neuronal; e
butirilcolinesterase (BChE), que esta localizada principalmente no plasma, com fun¢éo ainda
pouco elucidada, mas esta envolvida na proliferacdo celular (MONTEIRO et al., 2005;
LETICIA e GERARDO, 2008; NUNES, 2011).

A atividade da enzima AChE tem sido tradicionalmente associada a estudos
ambientais, de modo a diagnosticar a exposic¢ao de organismos ndo-alvo a agentes especificos
anti-colinesterasicos. As AChE podem ser diretamente inibidas a partir da contaminac&o por
pesticidas anticolinesterasicos (organofosforados, como por exemplo, o dimetoato;
carbamatos, como por exemplo, o carbaril) e farmacos (rivastigmina, donepezila,
neostigmina) (Figura 9) ou ainda serem indiretamente inibidas por danos causados pelo
estresse oxidativo (NUNES, 2011; COLOVIC et al, 2013). Estes sdo os fatores que viabilizam

0 Seu uso como biomarcador de neurotoxicidade em ecotoxicologia.
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Figura 9 - Esquema representativo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase. AChE: Acetilcolinesterase; ACh:
Acetilcolina; CAT: enzima que catalisa a sintese de acetilcolina; Sinal “—*: Inibidor da acetilcolinesterase; Setas

pontilhadas: caminho da ACh, da colina, do Na* ou do K*; Setas completas: rea¢Oes catalisada por enzima.
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Fonte: Modificado de Rang et al. (2012).

3.4.3 Biomarcadores Celulares de Resposta ao Estresse

O estresse celular causado pela exposicdo de organismos ou cultura de células a
condicgdes adversas de temperatura ou agentes toxicos pode ter como resposta a expresséo de
genes que codificam proteinas especificas, conhecidas como proteinas de choque térmico
(“Heat Shock Proteins”, HSPs), assim denominadas por terem sido primeiramente descritas
em Drosophila expostas a altas temperaturas, por Ritossa (1962). Posteriormente, na revisao

de Lindquist e Craig (1988), o aumento das HSPs em resposta a exposicdo a altas
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temperaturas foi também descrito tanto em bactérias e cultura de células eucariontes quanto
em organismos, como fungos e ratos. Adicionalmente, os estudos evidenciaram que as HSPs
sdo proteinas evolutivamente conservadas e, nos eucariontes, estdo distribuidas nos
compartimentos intracelulares (citoplasma, ndcleo, reticulo endoplasmatico, mitocéndria,
lisossomo e endossomo). As HSPs também podem estar presentes na membrana plasmaética
(interacOes das pequenas HSPs aos dominios lipidicos de membrana) ou serem exocitadas
(exossomos) e secretadas (granulos secretores), especificamente as HSP60 e HSP70, atuando
como importantes mediadores da sinalizacdo intercelular no meio extracelular, incluindo
imunomodulagdo (HORVATH et al., 2008).

O aumento da expressdo dos genes destas proteinas nos organismos nao ocorre
somente apds exposicdo a mudancas de temperatura, sendo que os fatores que o induzem sdo
diversos (POMERAI, 1996; KROON et al., 2017). Nos peixes, por exemplo, esses fatores
incluem estresses abidticos, como exposicdo a contaminantes ambientais (metais, pesticidas,
efluentes industriais), assim como descritos para outros organismos, e estressores bidticos,
como os Virus, bactérias, entre outros patégenos (DEMEKE e TASSEW, 2016).

Devido a sua variedade e a diversas especificidades, as familias de proteinas HSPs
recebem nomenclatura de acordo com o seu peso molecular, tais como HSP110, HSP90,
HSP70, HSP60 e pequenas HSPs (LINDQUIST e CRAIG, 1988; GARRIDO et al, 2001; JEE,
2016).

A familia HSP70 é a mais estudada, pois participa de varios processos celulares
envolvidos com o enovelamento de proteinas, tanto das recém-sintetizadas como o
redobramento de proteinas com sua conformacdo tridimensional inadequada ou prevencgdo de
sua agregacdo, bem como a translocacdo de proteinas para organelas (mitocdndria, por
exemplo) e de proteinas para secrecdo, além de atuar no controle de qualidade estrutural das
proteinas das vias de transducdo de sinal envolvidas na regulacdo do ciclo celular,
diferenciacdo e morte celular programada (GARRIDO et al., 2001; MAYER e BUKAU,
2005; EKAMBARAM e JAYACHANDRAN, 2015). Todas estas atividades desempenhadas
pelas proteinas da familia HSP70 sdo decorrentes da capacidade destas chaperonas em
interagir com proteinas oxidadas pelo estresse oxidativo (OTT et al., 2007).

O estresse oxidativo, como anteriormente mencionado no tépico 3.4.1, pode gerar
efeitos proteotoxicos nas células. Isso ocorre quando as EROS estéo excedentes na célula, e as
defesas antioxidantes ja ndo sdo mais capazes de atuar com vista a neutralizagdo/eliminagao

desses intermediarios reativos (NIFOROU et al., 2014). Diante disso, as proteinas celulares
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podem sofrer desnaturacdo, através dos efeitos negativos da reacdo das EROS com os
residuos de cisteina das proteinas.

Ademais, a caracteristica das HSPs de serem induzidas por diversos estressores
quimicos, as tornam biomarcadores celulares indicativos de estresse na avaliacdo dos efeitos
de xenobidticos em organismos aquaticos (WEPENER et al, 2005; ZHOU et al., 2009;
SINGH et al., 2015; ZHOU et al., 2015; ANSOAR-RODRIGUES et al., 2016). Nos peixes,
essas proteinas podem ser expressas em diversos 6rgdos, como branquias, muasculo, cérebro,
figado e, também, eritrocitos (IWAMA et al., 1998).

O aumento do nivel de HSP70 nos hepatocitos de vertebrados expostos ao paracetamol
€ uma resposta frequentemente associada ao estresse oxidativo gerado no processo de
biotransformacdo deste farmaco (SUMIOKA et al., 2004; KNOCKAERT et al., 2011;
GUILOSKI et al., 2017). Camundongos com nocaute do gene HSP70 tém sua hepatotoxidade
aumentada quando expostos ao paracetamol, o que reflete a auséncia do efeito citoprotetor
exercido pela HSP70 (TOLSON et al., 2006).

Quanto ao propranolol, foi observado o aumento da expressao génica da HSP70 em
Danio rerio expostos a este farmaco por 96h, provavelmente em resposta ao estresse
oxidativo causado pelo propranolol, uma vez que a expressao génica das enzimas do sistema
antioxidante também estava aumentada (SUN et al., 2015). Outro estudo, com mexilhdes da
espécie Dreissena polymorpha expostos ao B-bloqueador metaprolol, também evidenciou o
aumento da expressdo génica da HSP70, indicando a ativacdo do mecanismo de citoprotecédo
apos a exposicao a este farmaco (CONTARDO-JARA et al., 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DA COLETA

Os individuos da espécie Phalloceros harpagos (LUCINDA, 2008) foram coletados em
um riacho de propriedade particular na cidade de Cabretva (Figura 10), na regido da Serra do
Japi, Estado de Sao Paulo, Brasil (23°18°23.8”S 47°05°50.4”W). Essa area faz parte das
Areas de Protecio Ambiental (APA), criadas pelas Leis n°® 4.095/84 e n°4.023/84,
regulamentadas pelo Decreto n°® 43.284/98. A area selecionada é caracterizada por ser um
importante fragmento de floresta semidescidua (JOLY, 1992). Possui poucos impactos
ambientais, sendo eles geralmente causados pelas propriedades particulares ainda existentes,
as quais muitas vezes exercem atividades agropecuarias (YOSHIDA e UIEDA, 2014).
Ademais, considera-se que a area tenha um baixo potencial de polui¢do da 4gua (PRADO e
NOVO, 2015).

Figura 10 — Regifo da area de coleta. Ponto vermelho indica a localidade exata do riacho. A esquerda da

imagem encontra-se a cidade de Cabrelva.
i e

Fonte: GoogleMaps

A Secretaria Municipal do Meio Ambiente de Cabretva frequentemente faz analises na
agua bruta nas estacdes de tratamento, a fim de realizar o monitoramento das aguas captadas.
A regido de coleta da dgua para analise fica proxima a area de coleta dos animais. A Tabela 3
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corresponde aos dados avaliados na agua bruta da estacdo de tratamento de Cabrelva, do més
de abril de 2017, disponibilizados pela Secretaria do Meio Ambiente de Cabrelva.

Tabela 3 — Parametros avaliados na agua bruta da estacdo de tratamento de Cabrelva

Temperatura 21,7 °C
pH 7
Condutividade elétrica  118,5 uS/cm

Turbidez 13 NTU

Cor 29 UC
Cianobactérias 649 células/mL
Escherichia coli 441 NMP/100 mL
Coliformes totais 24196 NMP/100 mL

Fonte: Oficio RIDI4 028/17, Secretaria Municipal do Meio Ambiente (SMMA) de Cabrelva.

4.2 COLETA E ACLIMATACAO

Os espécimes da espécie selecionada para o estudo foram capturados com auxilio de
uma rede de méo, com raio de 86 cm e malha de 0,3 e 0,5 mm. As coletas foram realizadas
em abril, maio, outubro e novembro de 2016, sendo que foram coletados 150 individuos em
cada uma das duas primeiras amostragens (abril e maio) e 100 em cada uma das duas ultimas
amostragens (outubro e novembro), totalizando um nimero amostral de 500 animais. No
momento da coleta, selecionaram-se individuos com tamanho médio de 2 + 0,5 cm, com peso
médio de 0,1104 g. Os individuos menores ou maiores, bem como demais espécies, foram
imediatamente devolvidos ao riacho. Os peixes coletados eram machos (identificados pela
presenca de gonopodio) e fémeas sexualmente imaturas (tamanho inferior a 2,5 cm e
identificadas pela auséncia de gonopodio). Em seguida, os individuos foram colocados em
caixas de transporte com aeracdo constante.

No laboratdrio, os peixes foram aclimatados por um periodo de 15 dias em dgua mineral
para consumo humano da marca Klarina® (composi¢ao quimica e parametros fisico-quimicos
nas Tabelas 4 e 5), temperatura controlada de 23°C (x 1°C), fotoperiodo de 12h claro/12h
escuro, aeragdo continua, sendo alimentados diariamente ad libitum com racéo floculada para
peixes tropicais Tetra Min®. Neste periodo foram realizadas duas inspecGes por dia e 0s

animais mortos foram imediatamente retirados do aquario.
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Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimicas da agua Klarina® (classificacdo: agua fluoretada, fracamente

radioativa na fonte).
pH (&4 25°C)
Temperatura (na fonte)
Condutividade elétrica (a 25°C)
Residuo de evaporacéo (a 180°C)
Radioatividade (na fonte a 20°C e 760 mm de Hg)
Bario
Fosfato
Estroncio
Bicarbonato
Calcio
Fluoreto
Magnésio
Nitrato
Potassio
Cloreto
Sadio

Brometo

5,78

19,8 °C

30,6 uS/cm
30,62 mg L*
8.88 maches
0,060 mg L*
0,05mg L*
0,031 mg L?
8,48 mg L*
1,255 mg L
0,05 mg L*
0,873 mg L
6,06 mg L™
1,370 mg L*
1,93 mg L1
2,788 mg L1
0,02 mg L

Fonte: Site Klarina (http://cerberodesign.wixsite.com/klarina/composicao-classificacao).

Tabela 5 — Pardmetros da agua Klarina® no aquario de aclimatacdo (média de 15 dias de medices)

pH 7-72
Amonia 0,025 — 1,00 ppm
Dureza Total 50 ppm
Dureza em Carbonatos 0-5,90 ppm
Nitrito 0-2,8 ppm
Temperatura 22 -24°C

Fonte: Elaboragdo propria (medicdes realizadas com kits da Labcon® e termmetro)
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Os ensaios com 0s organismos da espécie selecionada foram aprovados pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais (Protocolo CEUA/UFSCar: 2730071215, aprovado em
04/02/2016, Anexo A) e a coleta dos peixes foi autorizada pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacéo em Biodiversidade (SISBIO), nimero 52495-1.

4.2.1 Delineamento Experimental

Para cada ensaio (agudos e cronicos) os peixes foram individualmente colocados em
recipientes plasticos com 250 mL de agua. Para cada um dos 6 grupos experimentais havia 15
peixes, ou seja, 90 peixes no total por ensaio (Figura 11), assim como descrito por Nunes et
al. (2008). Cada recipiente contendo um peixe possuia uma entrada de ar, o qual foi
ministrado constantemente com o auxilio de um compressor de ar. O fotoperiodo foi definido
em 12h claro/12h escuro e temperatura de 23°C (+ 1°C), para todos os ensaios, tanto 0s
agudos quanto os cronicos, de ambos os compostos farmacéuticos.

Os recipientes plasticos utilizados para ambas as exposi¢cdes corresponderam a
garrafas de polietileno, de 2L de capacidade, previamente usadas para consumo humano de

agua. Foram cortadas na altura da metade, devidamente lavadas com agua destilada e secas.

Figura 11 — Figura representando o um grupo do delineamento experimental. O experimento se baseou em seis
grupos experimentais, sendo um o controle (somente com &gua Klarina®) e 0s outros 5 com as concentragdes

dos farmacos.

Fonte: Autoria prépria, com base na metodologia descrita por Nunes et al. (2008).
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Para a obtencdo das concentragBes a serem utilizadas nos ensaios foi necessério o
preparo de uma solucdo estoque; paracetamol (CAS: 103-90-2; pureza 98 — 102%) e
propranolol (CAS number: 318-98-9; pureza > 99%). A solugdo estoque nos ensaios agudos
foi preparada na concentracdo de 400 mg L para o paracetamol e 10 mg L? para o
propranolol, enquanto que nos ensaios cronicos a concentragao da solucdo estoque foi de 10
mg L para ambos os farmacos. Nenhum co-solvente foi utilizado para essa finalidade, uma
vez que os compostos utilizados possuem elevada solubilidade em agua. As concentragdes
para os ensaios foram obtidas a partir da diluicdo da solucéo estoque. Por se tratar de ensaios
semi-estaticos e a fim de manter a concentragdo do farmaco constante ao longo da exposicéo,
as trocas do volume total de meio ocorreram a cada 48 h em todos 0s ensaios e uma nova
solucdo estoque, bem como as concentracfes para 0s ensaios, foram preparadas a cada troca

do meio.

4.3 ENSAIO AGUDO

O delineamento experimental para os ensaios agudos foi baseado nas normas da
Organizacdo de Cooperacdo e de Desenvolvimento Econémico (OCDE) 203 (1992). O
experimento teve duracdo de 96h com trocas do meio e reposi¢cdo do farmaco a cada 48h e
inspecdes visuais diarias. Nesse periodo os peixes ndo foram alimentados. Seis grupos foram
definidos, o grupo controle (somente agua Klarina®) e 0s grupos expostos a cinco
concentracdes dos farmacos (paracetamol: 8, 80, 800, 8000, 80000 pg L*; propranolol: 0.1, 1,
10, 100, 1000 pg LY). Estas concentragdes foram definidas de forma a estarem abaixo do
valor de CLso calculado para a espécie de peixe Oryzias latipes (espécie o mais similar
filogeneticamente possivel a P. harpagos, dada a inexisténcia de valores de CLso para esta
espécie na literatura) de acordo com Yamamoto et al. (2007) de 800 mg L™ para o
paracetamol e Kim et al. (2009) de 11,40 mg L para o propranolol, bem como nas
concentracdes dos residuos de farmacos presentes no ambiente tabelas 1 e 2 (paracetamol 6
ug L: TERNES, 1998; 10 pug L™ : KOLPIN et al., 2002; 5,529 — 6,957 pug L™t : ROBERT e
THOMAS, 2006; tabela 1 e propranolol 0,1 — 0,09 ug L, ANDREOZZI et al., 2003; 0,026 —
1,900 pg Lt, HUGGETT et al., 2003; 0,016 — 0,135 pg L%, ZHOU et al., 2009; tabela 2).

Quinze peixes por grupo experimental foram colocados em recipientes plasticos

individuais com volume total de 250 mL cada um, sendo que 10 peixes coletados ao acaso
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foram destinados para os ensaios enziméticos dos marcadores bioquimicos de estresse
oxidativo e de neurotoxicidade (atividade das enzimas glutationa-S-transferases, catalase e
colinesterases). Os cinco peixes restantes foram destinados para a analise do biomarcador
celular (HSP70).

4.4 ENSAIO CRONICO

A partir das normas da OCDE 215 (2000) o ensaio cronico foi delineado para ter
duracdo de 28 dias, sendo que o meio foi trocado a cada 48 h e alimentacdo fornecida a cada
dois dias ad libitum com racdo floculada para peixes tropicais Tetra Min®. Seis grupos
experimentais com 15 peixes por grupo foram mantidos em recipientes individuais com um
volume de 250 mL por recipiente, entre eles o grupo controle (somente com agua Klarina®) e
0s outros 5 grupos expostos as diferentes concentracdes de farmacos, selecionadas com base
em critérios de relevancia ecologica, sendo proximas das concentracdes ja reportadas no
ambiente. Para o paracetamol as concentragdes foram: 5, 10, 20, 40, 80 pug L™ (6 pg L™ :
TERNES, 1998; 10 pg L : KOLPIN et al., 2002; 5529 — 6,957 pg L™ : ROBERT e
THOMAS, 2006; tabela 1) e para o propranolol as concentraces foram: 0.0625, 0.125, 0.25,
0.5, 1pug L*(0,1-0,09 ug Lt, ANDREOZZI et al., 2003; 0,026 — 1,900 pug L, HUGGETT
etal., 2003; 0,016 — 0,135 pg L, ZHOU et al., 2009; tabela 2). Dez peixes coletados ao acaso
foram destinados para ensaios enzimaticos dos biomarcadores de estresse oxidativo, e de
neurotoxicidade (quantificacdo das atividades das enzimas CAT, GSTs e ChEs). Os cinco

peixes restantes foram destinados para a analise do biomarcador celular (HSP70).

4.5 EUTANASIA E PROCESSAMENTO DOS TECIDOS

Apbs o periodo de exposi¢do aguda e cronica, os peixes foram submetidos a anestesia
por hipotermia e eutanasia por decapitagdo. Os érgdos destinados aos ensaios enzimaticos
(cérebro, branquias e figado) foram dissecados/isolados, coletados e armazenados em
microtubos do tipo eppendorf, que foram depois armazenados a -80°C para procedimentos
posteriores.

Os figados destinados para a deteccdo de HSP70 (biomarcador celular de estresse)

foram dissecados sob estereomicroscopio, a temperatura ambiente, e imersos em solugédo



46

fixadora (paraformaldeido 4% em tampé&o fostato de sodio 0,1M - pH 7,4) contida no interior
de microtubos do tipo eppendorf, por 24 h a 4°C.

4.6 ENSAIOS ENZIMATICOS

Todos os procedimentos utilizados para os ensaios enzimaticos foram realizados na
Universidade Federal de S&o Carlos, Campus Sorocaba, por meio da utilizacdo de
equipamentos especificos. Para a homogeneizacdo e centrifugagdo dos tecidos foram
utilizados o homogeneizador Ultra-Turrax lka T-10 basic e a centrifuga Universal 320 R
Hettich zentrifugen, alocado no laboratério didatico de fisiologia animal e vegetal. Os ensaios
enzimaticos foram realizados no laboratério de Bioclima e envolveu a utilizacdo do leitor de
placas Synergy HTX Multi-Mode Reader, BioTek.

4.6.1 Determinacdo da Atividade Enzimatica da Catalase

A atividade da CAT foi determinada no tecido hepatico, o qual foi homogeneizado em
1mL de tampao fosfato 50 mM, em pH 7,0, com Triton X-100 0,1%, seguido de centrifugacéo
a 15000 g, por 10 minutos a 4°C, e dilui¢do na proporcao de 1:100 em tampdo fostato 50mM
em pH 7,0. A seguir, foi realizada a determinagdo da atividade enzimatica, segundo o
protocolo descrito por Aebi (1984), no qual ocorre a decomposi¢do do substrato H20», que
pode ser monitorado através da medicdo da absorbancia a 240 nm. Os valores da CAT foram

expressos em pmol de H202 consumido por minuto, por mg de proteina.

4.6.2 Determinacdo da Atividade Enzimatica das Glutationa-S-Transferases

A atividade das isoenzimas GSTs foi determinada nas branquias, as quais foram
homogeneizadas em 1 mL de tampé&o fosfato 50mM com 0,1% de Triton X-100 em pH 7,0.
Apds a centrifugacdo a 15000g, por 10 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi diluido na
proporcao de 1:10 em tampéo fosfato 1M em pH 6,5. A determinacédo da atividade enzimatica
das GSTs seguiu o protocolo descrito por Habig et al. (1974), o qual descreve que as GSTs
catalisam a conjugacdo do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa,

formando um tioéter, cuja quantidade pode ser medida pelo aumento da absorbancia a um
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comprimento de onda de 340 nm. Os resultados foram expressos em mmoles de tioéter

produzidos, por minuto, por miligrama de proteina.

4.6.3 Determinacdo da Atividade Enzimatica das Colinesterases

A atividade das colinesterases foi determinada no extrato das cabecas isoladas, as quais
foram homogeneizadas em 1mL de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2, e centrifugadas a 3330 g,
por 3 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi diluido no mesmo tampéo na propor¢do de
1:40, sendo que a determinacdo da atividade enzimatica seguiu o protocolo descrito por
Ellman et al. (1961), adaptado para microplaca por Guilhermino et al. (1996). Os resultados

foram expressos em nmol por minuto, por mg de proteina.

4.6.4 Determinacgao do Teor de Proteinas SolUveis Totais

A fim de quantificar as proteinas solubilizadas, foi utilizado o método de Bradford
(1976), adaptado para microplaca. Os padrdes foram preparados com y- globulina, numa

concentragio de 1mg mL™L,

4.7. AVALIACAO DE HSP70 POR IMUNOFLUORESCENCIA

Os figados fixados (N = 5 por grupo experimental) foram processados para inclusao
em parafina. Ap6s 24h de fixacdo, estes 6rgdos foram, posteriormente, lavados em tampéo
fosfato de sodio (0,1M - pH 7,4) por duas horas. Em seguida, os figados foram desidratados
em solugdes com concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 60%, 70%, 85%, 90%, 95%,
100%), a 4°C (1 hora em cada solucdo; SILVA-ZACARIN et al., 2012).

O material desidratado foi diafanizado em xilol e embebido em parafina liquida para
posterior inclusdo em parafina ultrapura (Paraplast). Seccdes histoldgicas de 6um, obtidas em
microtomo (LEICA RM2255), foram estendidas sobre laminas de vidro sialinizadas (Star
Frost). Apos secas, as ldminas contendo as seccfes histologicas em diferentes profundidades
do o6rgéo foram utilizadas para a imunomarcacao de HSP70. Foram confeccionadas 4 laminas
por individuo de cada grupo experimental, sendo 5 individuos por grupo.

Para analise de HSP70, as laminas contendo as seccbes histologicas foram

desparafinizadas em xilol 100%, xilol + etanol (1:1), etanol 100%, etanol 70%, etanol 50% e,
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finalmente, &gua destilada para a reidratacdo do material. Em seguida, as laminas com as
secgOes histoldgicas foram submetidas a recuperagdo antigénica com tampéo citrato de sodio,
1M, pH 6,0 por 40 minutos a 90°C. Apoés a recuperacao antigénica as laminas foram mantidas
em tampdo PBS (phosphate buffered saline, pH 7,4), em camara imida.

Em seguida, as 1dminas contendo as seccOes histologicas foram permeabilizadas com
Triton X-100 a 0.5% por 10min e, posteriormente, sitios inespecificos foram inibidos com
solucdo de albumina bovina a 3% por 30min. Apos 3 lavagens em tampédo PBS, as seccOes
histologicas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo primario monoclonal (anti-HSP70),
com diluicdo de 1:100, na auséncia de luz, a 37°C em camara umida.

Apds a incubacdo no anticorpo primario, as seccdes histoldgicas foram lavadas 3
vezes em PBS, e foram posteriormente incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
Alexa 594, produzido em coelho, na diluigdo de 1:300, por 1 hora a temperatura ambiente, na
auséncia de luz em camara umida. Por fim, as sec¢des histolégicas foram lavadas 3 vezes em
PBS, na auséncia de luz em camara Umida, e as laminas foram montadas em meio aquoso
especifico (Dako) e mantidas a 4°C até o momento da analise.

A andlise por imunofluorescéncia para deteccao de HSP70 nas seccBes histoldgicas do
figado dos guarus foi realizada por meio de Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A
analise foi realizada utilizando o laser de diodo 552 nm (excitacdo 580 nm, emissdo 650 nm) a
3% de intensidade, com 1.00 AU de abertura do pinhole (abertura do laser), ganho 800
(brilho) e offset -10% (fundo). As analises foram realizadas na objetiva de 40x e zoom dptico
de 3x. A reconstrucdo tridimensional foi feita com espessura total de 5 pm, com espagamento
de 0,50 um, totalizando 11 seccdes Oticas (frames) em cada imagem 3D gerada na velocidade
de 100 nm/s.

Foram avaliados 5 individuos de cada grupo experimental, sendo que para cada
individuo foram analisados 5 campos, correspondentes as secgfes histoldgicas distintas, e
para cada campo foram utilizadas 5 areas circulares (ROIs = regido de interesse) de
aproximadamente 315 um? cada uma (20 um de largura e 20 pum de altura) para a
quantificacdo da intensidade da imunofluorescéncia (Figura 12), totalizando 25 ROIs por
individuo e consequentemente 125 ROIs por grupo experimental.
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Figura 12 — Representacdo dos ROIs na quantificacdo da imunomarcacéao

Fonte: Elaboracéo propria

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas dos resultados obtidos nos marcadores enzimaticos os dados
foram transformados em raiz quadrada ou log. A homogeneidade e a normalidade foram
testadas usando o método ggplot no software R e o teste de normalidade Shapiro-Wilk foi
realizado no software GraphPad Prism 6. Apds a realizacdo desses procedimentos, foi
realizado o teste ANOVA para comparar 0S Qrupos expostos, seguido do teste de
multicomparacgdo de Dunnet, a fim de comparar 0s grupos expostos ao grupo controle. Para os
dados que ndo obtiveram homogeneidade de variancias, verificado pelo teste de Bartlett, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de multicomparagéo de Dunn. Nivel de

significancia adotado foi de 0,05.
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Os dados obtidos na quantificagdo da marcacéo de imunofluorescéncia das proteinas da
familia HSP70, foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e ao teste de
homogeneidade de variancia (Bartlett) o que caracterizou os dados como nédo-paramétricos.
Portanto, o teste estatistico utilizado foi o de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn para
comparagao entre o0 grupo controle e 0s grupos expostos aos farmacos.

Os programas utilizados para as analises estatisticas foram o R e 0 GraphPad Prism 6.
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5 RESULTADOS
5.1 MARCADORES BIOQUIMICOS

5.1.1 Exposicdo Aguda ao Paracetamol

A atividade enzimética da catalase (Figura 13 A) determinada em organismos
expostos ao paracetamol nao foi alterada significativamente (Fs, so = 0,4931; p = 0,7798) em
comparagdo com o tratamento controle. No que diz respeito a atividade das glutationa-S-
transferases (Figura 13 B), verificou-se um aumento significativo para os animais expostos as
concentragdes de 80, 800, 8000 e 80000 ug L™ (Fse0= 34,72; p < 0,0001). A atividade das
colinesterases (Figura 13 C) teve um aumento significativo somente para os individuos
expostos a concentracdo de 80 pg L (Fs60=25,94; p < 0,0001) em relagdo aos do grupo

controle.
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Figura 13 — Dados obtidos apds a exposi¢do aguda ao farmaco paracetamol. A) Resultados para a atividade
enzimatica da CAT no figado. B) Resultados para a atividade enzimatica das GSTs nas branquias. C) Resultados
para a atividade enzimatica das ChEs na cabeca. Valores de média da atividade enzimatica de 10 réplicas, com
as respectivas barras de desvio padrdo. Os * indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, valor
de p adotado < 0,05.
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5.1.2 Exposic¢édo Cronica ao Paracetamol

Sob as condi¢des experimentalmente adotadas, a atividade da enzima CAT (Figura 14
A) ndo sofreu alteracdo significativa apds a exposi¢édo (Fs, 54 = 1,387; p = 0,2438). A atividade
enzimatica das GSTs (Figura 14 B) também ndo foi significativamente alterada relativamente
aos individuos do grupo controle (Fs s0 = 6,347; p = 0,2739). A atividade das colinesterases
(Figura 14 C) dos organismos expostos ndo foi significativamente diferente entre os
tratamentos (Fs, 54 = 3,652; p= 0,0064).
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Figura 14 - Dados obtidos apds a exposi¢ao cronica ao farmaco paracetamol. A) Resultados para a atividade
enziméatica da CAT. B) Resultados para a atividade enzimatica das GSTs. C) Resultados para a atividade
enzimatica das ChEs. Valores de média da atividade enzimatica de 10 réplicas, com as respectivas barras de

desvio padrdo. Os * indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo controle, valor de p adotado < 0,05
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5.1.3 Exposicdo Aguda ao Propranolol

A atividade enzimaética da catalase (Figura 15 A) ndo foi alterada significativamente
nos grupos expostos em relagcdo ao grupo controle (Fs s4 = 1,460; p = 0,2181). J& para a
atividade enzimatica das GSTs (Figura 15 B) verificou-se um aumento significativo em
peixes expostos ao propranolol nas concentragdes 1, 10, 100 e 1000 pg L (F 5,54 = 22,55; p <
0,0001). A atividade enzimatica das colinesterases (Figura 15 C) determinada em organismos
expostos ao propranolol néo foi significativamente alterada (F 5,54 = 1,91; p = 0,108).
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Figura 15 - Dados obtidos ap6s a exposi¢do aguda ao farmaco propranolol. A) Resultados para a atividade
enziméatica da CAT. B) Resultados para a atividade enzimatica das GSTs. C) Resultados para a atividade
enzimatica das ChEs. Valores de média da atividade enzimatica de 10 réplicas, com as respectivas barras de

desvio padrdo. Os * indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo controle, valor de p adotado < 0,05
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5.1.4 Exposic¢do Crénica ao Propranolol

A atividade enzimatica da CAT (Figura 16 A) néo foi alterada significativamente nos
grupos expostos em relagdo ao grupo controle (Fs ss = 5,663; p = 0,3404). A atividade das
isoenzimas GSTs (Figura 16 B) foi aumentada para os organismos expostos as concentracdes
0,25 e 0,50 pg L de propranolol (Fs ¢ = 31,55; p < 0,0001). E por fim, a atividade das
colinesterases (Figura 16 C) determinada em organismos expostos ao propranolol ndo variou
significativamente (Fs s4 = 2,925; p = 0,0208).
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Figura 16 - Dados obtidos ap6s a exposicdo cronica ao farmaco propranolol. A) Resultados para a atividade
enzimatica da CAT. B) Resultados para a atividade enzimatica das GSTs. C) Resultados para a atividade
enzimatica das ChEs. Valores de média da atividade enzimatica de 10 réplicas, com as respectivas barras de

desvio padrdo. Os * indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, valor de p adotado < 0,05

2.0+
0.8

0.64 1.5+

0.4 1.04

proteina)

0.2 0.5-

0.0-

Ctrl 0.0625 0125 025 0.5 1 0.0-

(A} Concentragéo de Propranolol (pg.L™)

Ctl 0.0625 0125 0.25 05 1
(B) Concentragéo de Propranolol (pg.L™)

Log da atividade enzimatica da CAT (pmol H;0,
consumido/min/mg de proteina)
Log das atividades enzimaticas das GSTs
{mmol de tioéter produzido/min/img de

2,07

1.51

0.0
Ctrl 0.0625 0.125 025 0.5 1

(C) Concentragao de Propranolol (ug.L™")

Log das atividades enzimaticas das ChEs
{nmol/min/mg de proteina)
=

5.2 AVALIACAO DE HSP70 POR IMUNOFLUORESCENCIA

A figura 17 evidencia a imunomarcacdo de HSP70 no figado do guaru. Nas sec¢des
histoldgicas dos figados, foi realizado um controle negativo da reacdo, no qual ndo houve
incubagdo com anticorpo primario (Figura 17 B); esse procedimento é importante para a
comprovacao de que a marcacao do anticorpo secundario (indicada pela pseudo-cor vermelha)
ocorre somente apds a ligacdo do anticorpo primario (Figura 17 A). A imunofluorescéncia
evidenciada no parénquima hepatico (Figuras 17 C, D) indicou marcacao positiva para HSP70

no citoplasma dos hepatdcitos e, adicionalmente, nas células sanguineas presentes nos vasos.
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Figura 17 - Figado de P. harpagos. Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A) Imunomarcacdo de
proteinas da familia HSP70 indicada pela pseudo-cor vermelha. B) Controle negativo, com auséncia do
anticorpo primério (anti-HSP70). C) Visdo geral do parénquima hepéatico evidenciando a imunofluorescéncia
(pseudo-cor vermelha) nos hepatdcitos (he) e nos eritrocitos (), presentes nos vasos sanguineos (v) e nos
capilares sinuséides (s). D) Detalhe dos hepatdcitos, mostrando a imunomarcacao exclusivamente no citoplasma

(seta).

A figura 18 mostra a imunofluorescéncia indicativa da marcagéo positiva para HSP70

nos figados dos peixes apos exposicao ao paracetamol, o qual evidencia a imunomarcacao dos
hepatocitos do P. harpagos no grupo controle (Figura 18 A e C) e nos grupos expostos
(Figura 18 B e D). E possivel notar que no ensaio agudo houve uma marcacdo mais evidente
do grupo exposto a 8 pug L™t em relacio ao controle, corroborando com as analises estatisticas
(Figura 20), bem como no ensaio croénico onde ocorreu uma visivel diminuicdo da marcacéo
do grupo exposto a 80 pg L™t em relagdo ao controle.

A figura 19 mostra a imunofluorescéncia indicativa da marcagéo positiva para HSP70
nos figados dos peixes apds as exposi¢cdes ao propranolol, o qual evidencia a imunomarcagao
dos hepatdcitos do P. harpagos no grupo controle (Figura 19 A e C) e nos grupos expostos
(Figura 19 B e D). Tanto na exposi¢do aguda, quanto na exposi¢do crénica, € possivel notar o
aumento da intensidade de imunomarcagdo dos grupos expostos em relagdo ao controle, em

consonancia com os resultados da anélise estatistica (Figura 20).
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Para 0 ensaio de exposicdo aguda dos peixes ao paracetamol (Figura 20 A) a
imunofluorescéncia indicativa de HSP70 no parénquima hepatico teve um aumento
significativo em todos o0s grupos expostos ao farmaco (Fs750=394,7; p<0,0001),
diferentemente do ensaio de exposicao cronica ao paracetamol (Figura 20 B), no qual houve
uma diminuicdo significativa desta imunofluorescéncia no figado em todas as concentracoes
testadas (Fs,750=353,3; p<0,0001).

Ja para as exposicdes ao propranolol, tanto a aguda quanto a crénica (Figura 20 C e D)
apresentaram um aumento na imunofluorescéncia para a HSP70, sendo que na exposi¢do
aguda as concentragdes com aumento significativo foram 1, 10 e 1000 pg L™ (Fs, 750=50,84;
p<0,0001) e, para 0 ensaio cronico, as concentraces que induziram o aumento significativo
da imunofluorescéncia foram 0,0625; 0,125; 0,25 e 0,5 pg L™ (Fs,750=438.3; p<0,0001).
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Figura 18 - Figado de P. harpagos. Exposicdo ao paracetamol. Imunofluorescéncia para marcacdo de HSP70
(pseudo-cor vermelha) e analise por Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A) Exposicdo aguda ao

paracetamol, Grupo Controle. B) Exposicdo aguda ao paracetamol, Grupo 8 pug L. C) Exposicdo cronica ao

paracetamol, Grupo Controle. D) Exposicdo cronica ao paracetamol. Grupo 80 pg L.

A 2]

Fonte: Autoria prépria
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Figura 19 - Figado de P. harpagos. Exposicdo ao propranolol. Imunofluorescéncia para marcacdo de HSP70
(pseudo-cor vermelha) e analise por Microscopia Confocal de Varredura a Laser. A) Exposicdo aguda ao

propranolol, Grupo Controle. B) Exposi¢do aguda ao propranolol, Grupo 1000 ug L. C) Exposicéo crénica ao

propranolol, Grupo Controle. D) Exposigdo crénica ao propranolol. Grupo 0,0625 g L™

A B

Fonte: Autoria prépria
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Figura 20 — Dados obtidos na quantificacdo da imunofluorescéncia (em pixel) indicativa da imunomarcagéo
positiva para as proteinas da familia HSP70. Valores de média de intensidade de imunomarcacéo dos ROIs (125
por grupo) de 5 réplicas, com as respectivas barras de desvio padrdo. Os * indicam diferenca significativa em

rela¢@o ao grupo controle, valor de p adotado < 0,05.
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6 DISCUSSAO

6.1 PARACETAMOL

O metabolismo do paracetamol compreende em duas vias principais, sendo a primeira
delas a conjugacdo com acido glucurdnico e sulfato, formando metabdlitos ndo tdxicos (XU et
al. 2008). Outra via é a metabolizacdo pelas enzimas do sistema CYP450, o que gera o
metabolito toxico NAPQI. Em sobredosagem este farmaco pode exercer efeitos
hepatotoxicos, pois as duas vias de conjugacao iniciais (&cido glucurdnico e sulfato) séo
saturadas e o paracetamol restante é bioativado pelo sistema de oxidagdo microssomal
hepético; ocorre assim a hiperproducdo do metabolito téxico NAPQI, que é formado e
acumulado em altas concentracdes nas células hepéticas. A toxicidade deste composto é
favorecida devido ao esgotamento de co-fatores criticos, como a glutationa em sua forma
reduzida, que é habitualmente utilizada pela célula para conjugar o NAPQI, que fica na sua
forma livre de modo a exercer toxicidade (KLOPCIC et al., 2015). Isso pode resultar em
estresse oxidativo, que pode ser compensado por uma série de mecanismos de defesa,
incluindo o aumento da expresséo de enzimas antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999).

No presente trabalho, tanto nas exposi¢fes agudas quanto nas exposicdes cronicas, a
atividade da CAT ndo foi alterada. Entretanto, estudos anteriores tém demonstrado a
ocorréncia de efeitos pro-oxidativos apds exposicdo a paracetamol. Nestes estudos, as
atividades das enzimas SOD e CAT, envolvidas na resposta antioxidante, foram
significativamente aumentadas ap0s exposicdo aguda ao paracetamol (dose de 500 mg/kg
durante 24h) na espécie de peixe Oreochromis mossambicus (KAVITHA et al., 2011). A
SOD é uma enzima que catalisa a transformacéo de radicais superdxido, formados durante o
metabolismo de muitos xenobioticos, em H20. (BARBOSA et al., 2010), enquanto que a
CAT atua posteriormente ao degradar o H20: formado apés a dismutagdo do radical
superoxido em H>O e O2 (AEBI, 1984). Assim, este aumento de ambas as enzimas evidencia
uma tentativa da parte do organismo de compensar o excesso de EROS pelo aumento da
expressdo de componentes da sua defesa antioxidante enziméatica. No entanto, as
consequéncias desses efeitos pro-oxidantes podem ter efeitos paradoxais. O paracetamol pode
causar reducdo na atividade enzimética da CAT em carpas (Cyprinus carpio) expostas de
forma aguda (96h) na concentragdo de 100 pg L™ ao paracetamol, como sugerido por Nava-

Alvarez et al. (2014), pois os metabolitos reativos ou EROS formados durante o metabolismo
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deste composto podem causar danos diretos as enzimas, oxidando-as e alterando a sua
conformacdo, fazendo com que percam sua atividade enzimatica. De igual forma, exposicGes
mais prolongadas a paracetamol, mas a doses mais reduzidas podem também culminar em
efeitos pro-oxidantes, tal como os resultados obtidos por Guiloski et al. (2017) mostraram
que, apds uma exposicdo cronica de 21 dias ao paracetamol nas concentracdes de 0,25 e 2,5
ug L, a espécie de peixe Rhamdia quelen sofreu aumento na atividade de SOD, uma resposta
claramente relacionada a estresse oxidativo.

Considerando a auséncia de alteracbes na atividade da CAT apds as exposicoes
cronicas e agudas ao paracetamol, é possivel sugerir que apesar de um organismo estar
realizando a metabolizagdo do paracetamol, com potencial producdo de NAPQI, se em
sobredosagem, a via da CAT pode nao ter sido ativada. Neste caso, € possivel que o aumento
da atividade de outras enzimas que fazem parte do sistema antioxidante, como as enzimas de
conjugacdo GSTs, possam ter sido suficientes para fazer face ao NAPQI formado, no sentido
da sua conjugacdo e posterior eliminacdo. O aumento das GSTs em resposta & exposi¢do ao
paracetamol foi evidenciado em diversos estudos (NUNES et al., 2014a; RAMOS et al., 2014;
NUNES et al., 2015). O trabalho conduzido por Ramos et al. (2014), demonstrou que apos
exposicdes agudas e cronicas ao paracetamol houve um aumento significativo da atividade
enzimética das GSTs no figado de peixes Oncorhynchus mykiss, bem como um aumento da
atividade da GPx, enzima responsavel por conjugar a GSH com H>O2; 0 mesmo se passou
com a atividade da Gred, enzima responsavel por reduzir a GSSG em GSH, e CAT
corroborando com o cenério oxidativo do estudo em questdo (RAMOS et al., 2014).

Outras vias estdo relacionadas também na defesa antioxidante, como o caso da
glutationa na sua forma reduzida, pois pode ser oxidada com formacéao do seu dimero (GSSG)
e simultanea neutralizacdo de espécies reativas eletrofilicas (FANG et al., 2002). Este padrédo
foi observado no estudo de Bebianno et al. (2017) com Crassostrea gigas expostos em
ensaios agudos ao paracetamol nas concentragdes de 1 e 100 pg L neste estudo foi
observada uma diminui¢cdo da GSH intracelular que, apesar de ndo ter sido determinada no
presente estudo, ndo é de se excluir essa possibilidade. A auséncia de resposta em termos de
atividade da CAT ap0s exposicdo a paracetamol pode ocorrer devido ao envolvimento de
outras vias de desintoxicacdo de EROS. De fato, como descrito por Solé et al. (2009),
mexilhdes marinhos (Mytilus galloprovincialis) expostos a paracetamol, no periodo de 10
dias, nas concentragdes de 20 pg.L™* e 200 pg.L?, ndo demonstraram resposta relacionada ao

aumento de atividade de CAT, apesar da ocorréncia de estresse oxidativo, indicado por
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alteracbes na peroxidacdo lipidica (LPO). Este resultado foi justificado pelos autores como
sendo um sinal do efeito protetor da SOD, que fez com que a acdo da CAT fosse redundante.

Esse resultado ndo é de todo incomum, levando-se em conta que o metabolismo e a
toxicidade do paracetamol possuem vias evolutivamente conservadas, com possiveis
diferengas diminutas entre espécies, incluindo peixes (RAMOS et al., 2014, NUNES et al.,
2015), crustaceos (NUNES et al., 2014a; OLIVEIRA et al., 2015), moluscos (BRANDAO et
al., 2011; ANTUNES et al., 2013; CORREIA et al., 2016; NUNES et al., 2017) e até mesmo
plantas (NUNES et al., 2014b). Independentemente de qual espécie esta sob anélise, o estresse
oxidativo é aparentemente o efeito mais comum como resultado da exposi¢do ao paracetamol,
incluindo a participacdo de multiplos mecanismos, 0s quais podem ou ndo agir
simultaneamente e de forma antagbnica. Em plantas aquaticas, por exemplo das espécies
Lemna minor e Lemna gibba, os autores Nunes et al. (2014b) observaram uma maior
resisténcia a danos causados por exposicao ao paracetamol de uma espécie em relagdo a outra,
enquanto a L. minor evidenciou um aumento na peroxidacdo lipidica e uma diminui¢do do
numero de frondes, a espécie L. gibba apresentou uma diminuicdo do teor em prolina, um
aminoacido importante na fisiologia da planta, incluindo regulacdo do estresse oxidativo.
Neste exemplo é possivel notar que as respostas em relacdo a exposicao ao farmaco pode ser
espécie especificas.

Tal como referido acima, as alterages da atividade das GSTs nas branquias podem
indicar uma resposta ao estresse oxidativo, uma vez que a funcdo das GSTs é catalisar a
conjugacdo de xenobidticos (incluindo espécies de oxigénio reativas e peroxidos; NUNES et
al., 2015) com o co-fator GSH (HABIG et al., 1974). Por outro lado, este fenbmeno de
conjugacgdo permite aumentar a hidrossolubilidade de xenobidticos eletrofilicos, favorecendo
a sua excrecdo. Estes sdo mecanismos de defesa in vivo efetivos, que ndo s6 garantem a
excrecdo de substancias nucleofilicas, mas também favorecem a reducdo do estresse
oxidativo. Ao serem mais rapidamente excretados dos organismos, muitos xenobidticos
tornam-se menos toxicos para o organismo (RAMOS et al. 2014; NUNES et al., 2014a). Este
é o processo preferencial descrito para a eliminacdo do metabolito altamente reativo e
oxidante NAPQI, que resulta do metabolismo habitual do paracetamol e que é responséavel
pelos seus efeitos oxidativos. Os resultados obtidos no presente estudo mostram aumento
significativo na atividade de GSTs em animais submetidos a exposi¢cdo aguda nas maiores
concentragOes de paracetamol. Resultados similares foram obtidos para as espécies Dreissena
polymorpha (ensaio de 96 h, com concentragdes de 1, 5 e 10 nM de paracetamol),

Oncorhynchus mykiss (ensaio de 96h, com concentraces de 0,05, 0,5 e 5 mg L de
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paracetamol) e Anguilla anguilla (ensaio de 96h, com concentragGes de 5, 25, 125, 625, 3125
ug L de paracetamol) apds exposicdo aguda ao paracetamol concentragBes similares as
utilizadas no presente trabalho (PAROLINI et al., 2010; RAMOS et al., 2014; NUNES et al.,
2015). Considerando o papel central das GSTs no metabolismo da fase Il para a conjugacao
de xenobidticos com GSH, que é fundamental para a eliminagdo do NAPQI (ver figura 2), 0s
resultados deste trabalho mostraram um maior esforgo do organismo para eliminar esse
composto. Assim, este aumento da atividade das GSTs pode de fato significar uma tentativa
da parte do organismo de diminuir a presenca deste composto no organismo, limitando
consequentemente a sua toxicidade, incluindo a decorrente dos seus efeitos oxidantes. No
entanto, isso pode ser também uma evidéncia indireta do estabelecimento de modificagdes
pré-oxidativas. O conjunto de resultados aqui obtidos mostra que a ativacdo da via de
conjugacdo com GSH, de forma semelhante a descrita para outras espécies, ocorre muito
prontamente e é altamente responsiva a exposic¢ao aguda ao paracetamol.

Os dados referentes a exposicao cronica ao paracetamol indicaram que no peixe P.
harpagos ndo foi observada nenhuma alteracdo significativa em termos de atividade das
GSTs. Assim, é necessario sugerir a ativacdo de mecanismos bioquimicos alternativos que
expliqguem a auséncia da ativacdo destas isoenzimas. Nem sempre se verifica este padréo de
aparente falta de responsividade na ativacdo das isoenzimas GSTs ap0s exposicdo a
paracetamol. Moluscos da espécie de ameijoa de agua doce Corbicula fluminea, cronicamente
(28d) expostos ao paracetamol nas concentragGes de 3,88, 7,74, 15,49, 30,98, 61,95 pg L,
apresentaram um decréscimo na atividade das enzimas GSTs, que segundo Brandéo et al.
(2011), pode ser indicativo de toxicidade do paracetamol para o organismo. No entanto, a
falta de alteracdes nesta via, ndo indica por si s6 que ndo houve resposta nas branquias do P.
harpagos apds a exposicdo crdnica ao paracetamol, uma vez que outras vias podem estar
envolvidas. Peixes da espécie O. mykiss quando expostos cronicamente ao paracetamol
evidenciaram um aumento dessas enzimas, tanto nas branquias quanto nos figados, indicando
que a toxicidade foi acompanhada por um aumento da atividade de conjugacdo por essa via, a
fim de eliminar o composto do organismo. Adicionalmente, 0 mesmo estudo mostra o
aumento das enzimas CAT, GPx e Gred e dos niveis de TBARS, que apontam para 0
estabelecimento de um cenario oxidativo (RAMOS et al., 2014).

A imunomarcacdo para 0 ensaio agudo do paracetamol indicou um aumento
significativo das proteinas da familia HSP70 nos hepatocitos do P. harpagos para todos os
grupos expostos. Como supracitado, o metabolismo do paracetamol pode gerar NAPQI. Este

composto, quando em excesso na célula, pode causar a modificacdo por via oxidativa de
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proteinas celulares (XU et al., 2008) e, neste caso, 0 aumento de proteinas danificadas
(estrutura tridimensional alterada) ativaria 0 mecanismo de transcricdo de HSP70 e sintese de
novo destas chaperonas, a fim de proteger as células deste efeito toxico (IWAMA et al., 1998;
CASTRO et al., 2014). Um dos efeitos das EROS na célula é, justamente a reatividade com
proteinas celulares (SCHEIMEIR et al. 2005), com alteracdo da sua conformacdo. O
paracetamol é um composto que pode gerar estresse oxidativo nas células (BRANDAO et al.,
2011; NUNES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015), causando oxidagdo dos grupos tiolicos
proteicos, 0 que podera requerer a estimulacdo da producdo de HSPs. Este aumento pode ser
assim indicativo da ocorréncia de danos as proteinas celulares. Estes efeitos explicariam o
aumento da marcacdo das HSP70 nos hepatdcitos em resposta ao estresse quimico e oxidativo
apos a exposicao aguda ao paracetamol. De acordo com o estudo com ratos knockout para 0s
genes da HSP70 expostos ao paracetamol, foi observado um efeito de protecdo celular
exercido pela proteina HSP70 em resposta aos danos causados apds a exposicdo ao
paracetamol (TOLSON et al., 2006). A via de ativacdo de HSP70 nos eucariontes é
evolutivamente conservada, onde proteinas parcialmente desnaturadas ou com alteracGes na
sua conformacdo tridimensional ativam a resposta UPR (Unfolded Protein Response) que, por
sua vez, levam ao aumento do nivel de transcricdo dos genes HSPs pelos fatores de
transcrigdo especificos (FUJIMOTO e NAKAI, 2010; GARBUZ, 2017), tais como HSF1, via
ativacdo redox-dependente (AHN e THIELE, 2003), conduzindo ao aumento intracelular da
guantidade de proteinas HSP70 nos compartimentos celulares. Knockaert et al. (2011)
construiram um plasmideo contendo o cDNA da CYP2E1l mitocondrial de rato e
transfectaram vetores de expressdo génica de mamiferos (linhagem de células pShooter
pEF/myc/mito, e pEF/myc/cyto) para avaliar a metabolizacdo do paracetamol in vitro, sendo
que os resultados indicaram que a metabolizacdo do paracetamol pela CYP2E1 mitocondrial
resultou na producdo de EROS, bem como no esgotamento da GSH, com o aumento da
expressao de HSP70 mitocondrial e citotoxicidade. Considerando que o aumento na
quantidade intracelular de proteinas HSP70 apds a exposicdo ao paracetamol é uma resposta
frequente em vertebrados (SUMIOKA et al., 2004; KNOCKAERT et al., 2011; GUILOSKI et
al., 2017), e sendo os genes da familia HSP70 evolutivamente conservados (RICHTER et al.,
2010; DEMEKE; TASSEW, 2016), é possivel sugerir que esta mesma resposta tenha ocorrido
nos individuos de P. harpagos expostos no nosso trabalho.

Entretanto, para a exposi¢do crbnica ao paracetamol houve uma diminuicéo
significativa na marcacdo da HSP70 nos hepatocitos dos peixes expostos ao farmaco. 1sso

pode ter acontecido devido a danos causados nos hepatocitos, que podem ter interferido de
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forma indireta na expressdo génica dos membros induziveis da familia HSP70. Isso pode ter
acontecido devido a citotoxicidade do farmaco para 0s hepatocitos ap6s exposicéo cronica,
afetando a sintese de novo dos membros induziveis da familia HSP70. Alteracbes na
histologia do figado de peixes Danio rerio, expostos cronicamente ao paracetamol em
concentragbes 0,5 e 10 pg.L?, indicaram uma perda citoplasmatica e vacuolizagio dos
hepatécitos (GALUS et al., 2013), que sdo caracteristicas de morte celular. No presente
estudo, a menor concentracdo de paracetamol utilizada no bioensaio de exposicao cronica (5
ug.L™Y) esta nesta faixa avaliada para os peixes D. rerio. Como ja dito anteriormente, a
exposicdo cronica ao paracetamol resultou em estresse oxidativo, evidenciado por
peroxidacao lipidica em Oncorhynchus mykiss (RAMOS et al., 2014). Quando h& acumulo de
proteinas com alteracbes conformacionais nas células, foi descrito anteriormente que pode
ocorrer 0 aumento das proteinas HSP70, entretanto, quando o dano celular é muito grande
pode ocorrer uma exaustdo das proteinas chaperonas inicialmente induzidas (exposicdo
aguda) e auséncia de sintese de novo com a continuidade da exposi¢do, e consequente
diminuicdo da sua quantidade nas células sofrendo danos. Neste caso, proteinas chaperonas
existentes podem ndo ser suficientes para suprir a necessidade celular, tal cenario pode
ocorrer em caso de citotoxicidade (SOTI et al., 2003).

Quanto ao biomarcador de neurotoxicidade, a atividade da enzima colinesterase, foi
possivel observar um aumento significativo, mas somente apds exposicdo aguda ao
paracetamol, e na concentragdo de 80 pg L. Estes dados mostram que o paracetamol pode de
fato interferir no processo neurolégico de P. harpagos sob as condicGes de teste adotadas. No
entanto, este ndo é um resultado comum, uma vez que o critério do efeito toxicologico é
geralmente a inibigcdo das colinesterases, em vez de seu aumento. Muitos estudos mostraram
que o paracetamol pode inibir formas colinesterasicas em organismos aquaticos. Solé et al.
(2009) demonstraram que a atividade de ChE medida em branquias diminuiu em mexilhdes
apos a exposicdo ao paracetamol. Resultados semelhantes (reducdo de ChE) foram obtidos
por Nunes et al. (2015) ap6s exposicao aguda do peixe A. anguilla ao paracetamol, tendo os
autores sugerido uma relacdo entre estresse oxidativo e neurotoxicidade, considerando que a
atividade das colinesterases pode ser alterada devido a interferéncia de EROS diretamente na
enzima, com oxidacdo desta (DELWING-DE LIMA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015).
Pelo contréario, o efeito de inducdo aqui observado pode resultar de uma interferéncia por
colinesterases séricas ndo especificas, cuja atividade pode ser aumentada ap0s exposicao
aguda ao paracetamol. O método de Ellman (1961) ndo é totalmente especifico para a

determinacdo da atividade da acetilcolinesterase, e a contribuicdo de outras formas
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colinesterasicas também pode ocorrer (NUNES, 2011). O procedimento experimental adotado
no presente estudo incluiu a homogeneizacao da cabeca total de P. harpagos, principalmente
composta por tecido nervoso, que € extremamente irrigado e que pode conter elevadas
quantidades de colinesterases séricas inespecificas, que tém o potencial de interferir na
determinacéo, sobre-estimando o resultado final. Por outro lado, o aumento da atividade das
colinesterases séricas pode ocorrer devido ao dano tecidual e ao consequente processo
inflamatdrio, uma vez que a molécula ACh também pode atuar como uma molécula anti-
inflamatdria (DAS, 2007). Foi identificado aumento na atividade da colinesterase por Silva et
al. (2017) ao realizar exposicdo de aves (Coturnix coturnix) a aflotoxinas, anteriormente
descritas como causadoras de danos ao tecido do figado devido ao seu metabolismo.

Sob exposi¢do cronica, a atividade da ChE ndo teve alteracbes significativas, nao
demonstrando neurotoxicidade para as condicGes testadas. No entanto, o paracetamol é um
composto que possui potencial atividade anticolinesterasica, por efeito oxidativo direto na
enzima que leva a sua desnaturacdo, uma vez que resultados da literatura apontam para um
efeito inibitorio desta enzima, a partir do estresse oxidativo que ele provoca (DELWING-DE
LIMA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015; NUNES et al., 2015). Os ensaios cronicos foram
realizados com concentracdes baixas do farmaco que podem ndo ter sido suficientes para
atingir o nivel de estresse oxidativo que seria necessario para a inibicdo da atividade da ChE.
Este resultado é suportado pela falta de alteracdes da atividade enzimatica da CAT e das
GSTs que sdo indicativas de estresse oxidativo.

Um fator importante a ter em consideracdo reside na questdo da relevancia ecoldgica
dos dados aqui obtidos. A menor concentragdo que causou alteragOes significativas nas
atividades de ambas as enzimas (GSTs e ChEs) foi de 80 ug L, enquanto que a menor
concentracdo que foi capaz de induzir alteragbes no teor de HSP70 foi de 5 pug L. Essas
concentragdes sdo compardveis ou da mesma ordem de grandeza as ja encontradas na
natureza. De acordo com o estudo de Américo et al. (2012; Tabela 1), foram reportados niveis
de paracetamol de 130 pg L™ em aguas de superficie. As concentracdes aqui utilizadas sdo,
portanto, consideradas ambientalmente relevantes. Por outro lado, no ambiente 0s compostos
farmacéuticos (incluindo o paracetamol) se encontram associados a outros contaminantes,
incluindo outros farmacos que atuam através da mesma via farmacoldgica e toxicologica
(DAUGHTON e TERNES, 1999; FAWEL e ONG, 2012) o que pode potencializar esses
efeitos. Portanto, organismos expostos por via ambiental poderdo estar continuamente sob a
acdo toxica destes compostos. Os farmacos sdo, em geral, considerados pseudopersistentes,

com entrada continua no ambiente aquatico (EBELE et al., 2017), que iguala a capacidade
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que o ambiente possui de os degradar, fazendo com que 0s organismos aquaticos estejam

continuamente expostos a niveis relativamente elevados destes compostos.

6.2 PROPRANOLOL

Os organismos-teste, apds exposicdo tanto aguda como crénica ao propranolol, ndo
evidenciaram alteracdes significativas em relacdo a atividade da CAT. Em um estudo com
mexilh6es marinhos (M. galloprovincialis) expostos ao propranolol, Solé et al. (2009) nédo
observaram alteragdes na atividade de CAT, tendo os autores sugerido que o propranolol néo
seja metabolizado por intermédio do citocromo P450, via metabdlica que geralmente é
responsavel pela producdo de espécies reativas de oxigénio (BUHLER e WILLIAMS, 1988).
No entanto, esse mesmo estudo relatou um aumento de LPO em brénquias na maior
concentracdo testada (200 pg L7), indicando danos celulares, sugerindo a ocorréncia de
alteracbes de base oxidativas. Os resultados obtidos por Steinbach et al. (2014) também
mostraram a auséncia de efeitos em termos de atividade da CAT ap0s a exposi¢cdo da truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) ao B-bloqueador atenolol. Os autores sugeriram que a
atividade da CAT ndo foi alterada, provavelmente devido a auséncia de metabolismo
oxidativo desta substancia, pois também ndo foram observados efeitos nem em termos de
contetdo total nem na atividade das isoformas do citocromo p450. No entanto, Ding et al.
(2015) demonstraram a capacidade de resposta da carpa Carassius auratus em relacdo ao
propranolol; esta substancia foi metabolizada pelo citocromo p450, com o envolvimento da
enzima etoxiresorufina-O-deetilase (EROD; CYP1Al). Além disso, a atividade de SOD
também foi aumentada, sugerindo a ocorréncia de alteracdes pro-oxidativas (DING et al.,
2015). A expressdo génica para as enzimas do sistema antioxidante (CAT, SOD e GPx) foi
aumentada no peixe Danio rerio ap6s a exposicdo ao propranolol, indicando assim, uma
resposta do organismo a maior producéo de EROS, o que levaria a uma minimizacéo do efeito
toxico (SUN et al. 2015). Este estudo demonstra que o metabolismo do propranolol em
espécies sensiveis pode acarretar a ativacdo da defesa antioxidante. Assim, é possivel sugerir
que o metabolismo oxidativo do propranolol (e provavelmente dos B-bloqueadores em geral)
é especifico da espécie e pode terminar no estabelecimento de condigdes pro-oxidativas
apenas em espécies sensiveis. Particularmente, no caso do presente trabalho, e a partir dos
dados relativos & enzima CAT, é possivel observar que ndo ocorreu a ativacdo da via de
desintoxicacdo do H20- no figado do P. harpagos, o que € indicativo da auséncia de estresse

oxidativo.
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Apesar de poucos estudos metabdlicos mostrarem o destino deste composto em peixes,
é possivel estabelecer algum paralelismo com o metabolismo humano. De fato, o
metabolismo do propranolol em seres humanos pode ocorrer por trés vias hepaticas diferentes
(YOSHIMOTO et al, 1995), como a glucorunidacdo direta, que resulta em glucuronido de
propranolol como metabdlito; hidroxilacdo de anel, formando hidroxipropranolol, que pode
ser, por sua vez, conjugado com acido glucurénico e sulfato; e a terceira via corresponde a N-
desalquilacdo, seguida da oxidacdo da cadeia lateral, que resulta em acido naftiloxilactico
(YOSHIMOTO et al., 1995; MEHVAR e BROCK, 2001). Um processo semelhante parece
ocorrer na carpa C. auratus (DING et al., 2015).

Os dados aqui obtidos permitiram observar um aumento significativo da atividade das
GSTs ap0s a exposicdo aguda ao propranolol, nomeadamente para as maiores concentracdes
(1, 10, 100, 1000 pg LY). De igual forma, os dados do ensaio crénico permitiram concluir que
a atividade enzimética das GSTs aumentou em organismos expostos as concentracfes mais
elevadas (0,25 e 0,5 ug L™1). Estes resultados podem sugerir que o propranolol é metabolizado
através da via de conjugacdo com a GSH, com o envolvimento de GSTs. O estudo ja
mencionado realizado por Solé et al (2009) mostrou que o propranolol era responsavel pelo
aumento das atividades de GSTs nas branquias de M. galloprovinciallis. A exposi¢do a
propranolol também mostrou ser causadora da atividade aumentada de GSTs em Daphnia
magna, combinada com maior atividade de glutationa peroxidase (GPx), que é uma enzima
antioxidante. Este conjunto de dados permitiu aos autores identificar essas alteracbes como
indicadores de estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2015). No entanto, ndo ¢ possivel afirmar
que um cenario claro de estresse oxidativo se tenha verificado no presente estudo. Assim,
podemos sugerir que o metabolismo do propranolol foi realizado pela via das GSTs, sendo
conjugado com a GSH, se tornando mais hidrossolivel e mais facil de ser eliminado do
organismo.

As branquias sdo um dos primeiros 6rgdos através do qual o xenobiotico pode entrar
no organismo, sendo assim uma importante via de eliminacdo deste composto, tal como
referido anteriomente. Um estudo que evidencia essa afirmativa € o de Bartram et al. (2010),
no qual o peixe Oncorhynchus mykiss foi exposto ao propranolol de em ensaio agudo na
concentragdo de 1 mg Lt e foi quantificada a atividade da EROD (CYP1A1) a fim de analisar
0 metabolismo do farmaco por esta via. Os autores observaram que houve um aumento da
atividade dessas enzimas nas branquias, se comparado com o figado, indicando assim que as
branquias podem ser consideradas uma primeira via pela qual o xenobidtico é metabolizado

pelo organismo. Ainda nesta tematica, foi observado resposta na atividade enzimatica das
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GSTs nas branquias de peixes Lepomis gibbosus expostos a farmacos neuroativos, como
diazepam, que ndo apresentou alteragdes no figado. Neste contexto os autores Brandao et al.
(2013) consideraram as branquias como sendo uma primeira linha de desintoxicacdo deste
composto também.

Tanto na exposi¢do aguda, como na exposicao cronica ao propranolol observou-se um
aumento significativo na marcacdo da HSP70 nos hepatdcitos do P. harpagos, o que indica
uma alteracdo na homeostase celular em resposta ao estresse gerado pela exposicdo ao
farmaco. No estudo de Sun et al. (2015) os autores observaram que ap0s uma exposic¢ao aguda
(96h) ao propranolol houve o aumento da expressdao do gene da HSP70, o que, segundo 0s
autores, indica um mecanismo protetivo contra o dano proteotoxico. O aumento da expressao
dos genes da proteina HSP70 também ocorreu em branquias e glandulas digestivas em
mexilhdes da espécie Dreissena polymorpha expostos ao B-bloqueador metaprolol, indicando
uma necessidade da célula em ativar os mecanismos de reparo, transporte ou até mesmo
protecdo de proteinas (CONTARDO-JARA et al.,, 2010). Entretanto, os artigos que
relacionam a HSP70 ap0s exposi¢do ao propranolol em organismos aquaticos sao escassos.

A exposicdo aguda e cronica ao propranolol ndo mostrou alteracdo significativa na
atividade da ChE. O estudo de Solé et al. (2009) que mediram a atividade de ChE em
branquias de mexilhfes expostos ao propranolol e mostrou uma diminuicdo significativa na
atividade deste biomarcador. O propranolol pode atuar como um inibidor das colinesterases
cerebrais e cardiacas em ratos (ALKONDON et al., 1986) e um estudo com atividade de
colinesterases séricas humanas demonstrou que o propranolol poderia ter um papel importante
como inibidor competitivo das colinesterases (STANKOV-JOVANOVIC et al., 2012). No
entanto, a auséncia de alteragOes na atividade das ChE indica que o propranolol ndo teve
efeito neurotdxico em P. harpagos, nas condi¢des adotadas neste estudo, tanto para 0s ensaios
agudos quanto para os ensaios crénicos. Como houve um aumento da atividade das GSTs
para ambas as exposi¢des, bem como um aumento na imunomarcacdo das HSP70, sendo
assim, pode-se inferir que o organismo aumentou sua eficiéncia na eliminagdo do composto, e
na correcdo de possiveis efeitos proteotoxicos, prevenindo assim efeitos que pudessem
acarretar em neurotoxicidade.

Nomeadamente no que diz respeito as alteracdes observadas apos as exposi¢oes ao
propranolol, pode-se inferir que o aumento da atividade enzimética das GSTs (observado
tanto no ensaio agudo, como no ensaio crénico) fomentou a conjugacdo com a GSH a fim de
levar a uma maior eliminacdo deste farmaco pelo organismo, sendo a menor concentragdo de

efeito 0,025 pg L. Ademais, o aumento da imunomarcagéo das enzimas HSP70 indicam um
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aumento na citoprotecdo apos ambas exposicdes, sendo que neste biomarcador a menor
concentracéo de efeito foi 0,0625 pg L. A partir das respostas compensatorias observadas
neste estudo, pode-se sugerir, baseado nos conceitos apresentados por van der Oost et al.
(2003), uma diminuicdo da capacidade do organismo em responder a novos desafios
ambientais que possam surgir acrescido da exposicdo a este farmaco. Considerando o fato da
existéncia de diferentes bloqueadores dos receptores P no ambiente aquatico, como
metaprolol e atenolol, o que pode potencializar esses efeitos, devido a semelhanca do modo
de acdo. As alteracbes observadas em relagdo a exposicdo ao propranolol sdo em
concentragfes ecologicamente relevantes, uma vez que ja foram descritas em ambientes
aquaticos (0,026 — 1,900 pg LY, HUGGETT et al., 2003; Tabela 2).

Em uma analise global dos resultados dos biomarcadores utilizados no presente estudo
(apéndice A) para avaliacdo dos efeitos da exposicdo aguda e crénica ao paracetamol e ao
propranolol nos peixes, evidenciaram alteracdes a niveis bioquimicos e celulares que indicam
a resposta primaria do organismo. As respostas aqui obtidas representam dados a niveis
subindividuais em relacdo aos dois farmacos analisados individualmente, e mesmo assim 0s
efeitos foram observados no sentido do esforco do organismo em eliminar esses compostos e
prevenir possiveis danos citotoxicos resultantes da proteotoxidade, induzida pelos farmacos,
nos hepatdcitos. Sendo assim, os biomarcadores selecionados no presente estudo foram
representativos para o tipo de exposi¢cdo aos farmacos, pois permitiu estabelecer uma relacéo
de significancia toxicoldgica (VAN DER OOST et al., 2003), uma vez que sua escolha foi
baseada no modo de ac¢do do farmaco nos organismos (alvo e ndo-alvos). Desta forma, com
base nos resultados obtidos no presente estudo, estes biomarcadores sdo preditivos de
possiveis impactos que podem ser gerados a nivel de populagdo, comunidades e ecossistemas
neotropicais, uma vez que esses compostos ndo serdao encontrados de forma individual no

meio aquatico, mas sim em adicdo a diversos outros contaminantes e condi¢cdes ambientais.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O peixe neotropical P. harpagos provou ser um organismo-teste adequado em
condicBes laboratoriais, além de ser uma espécie responsiva quando exposto aos
medicamentos aqui testados, importantes contaminantes emergentes de ambientes aquaticos.

Para as condicGes experimentais adotadas neste estudo, e para ambas exposi¢cdes aos
dois farmacos ocorreram em geral alteracGes significativas para os marcadores bioquimicos
determinados. Adicionalmente, as respostas do biomarcador celular HSP70, indicaram o
efeito citoprotetor e/ou proteotoxico em resposta ao estresse induzido pelos farmacos no
figado dos peixes expostos.

E importante ressaltar que as alteragdes mencionadas ocorreram em concentragdes tao
baixas, como pg L7, e sdo ecologicamente relevantes, uma vez que foram descritas para

ambientes aquaticos.
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ANEXO A

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o7
- Universidade Federal de S&o Carlos
3 Pesquisa ul E=Y ot

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "PROPOSICAO DE UTILIZACAO DE UMA ESPECIE DE PEIXE TELEOSTEO AUTOCTONE
BRASILEIRA (Phalloceros harpagos) PARA A AVALIAGAO DOS EFEITOS ECOTOXICOLOGICOS DAS DROGAS TERAPEUTICAS
PARACETAMOL E PROPRANOLOL", protocolado sob o CEUA n? 2730071215, sob a responsabilidade de Elaine Cristina Mathias
Da Silva Zacarin e equipe; Prof. Dr. André Cordeiro Alves Dos Santos ; Prof. Dr. Bruno Nunes; Profa. Dra. Monica Jones Costa;
George Mattox; Gregorio Nolazco - que envolve a produgdo, manutenca@o e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se 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, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Séo Carlos (CEUA/UFSCAR) em reuniao de 04/02/2016.

We certify that the proposal "PROPOSAL OF USE OF A BRAZILIAN TELEOST AUTOCTONE FISH (Phalloceros harpagos)
FOR THE EVALUATION OF ECOTOXICOLOGICAL EFFECTS OF PARACETAMOL AND PROPRANOLOL THERAPEUTIC
DRUGS", utilizing 800 Fishes (males and females), protocol number CEUA 2730071215, under the responsibility of Elaine
Cristina Mathias Da Silva Zacarin and team; Prof. Dr. André Cordeiro Alves Dos Santos ; Prof. Dr. Bruno Nunes; Profa. Dra.
Monica Jones Costa; George Mattox; Gregorio Nolazco - 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) - it's in accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, 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 Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 02/04/2016.

Vigéncia da Proposta: de 01/2016 a 01/2019 Laboratério: Departamento De Biologia Dbio

Procedéncia: Nao aplicavel
Espécie: Peixes Género: Machos e Fémeas idade: 3a6meses N: 800
Linhagem:  Phalloceros harpagos Peso: 50a100g

Nota: Ha4 mais de 40 anos a contaminacao de xenobiéticos no meio ambiente tem sido investigada, mas somente na década de 90 iniciaram-se
discussoes na Europa sobre drogas terapéuticas como contaminantes ambientais. Tem se tornado preocupante o aumento no nivel de residuos de
farmacos humanos e veterinarios no ambiente aquatico, uma vez que os mesmos tém sido encontrados em concentragdes significantes nesse
ecossistema. Essas substancias terapéuticas tém sido detectadas na faixa de ng L-1, ?g L-1 e mg L-1 em diferentes corpos d’agua. No ambiente
aquatico, o paracetamol tem sido apontado como um farmaco com potencial impacto negativo na biota. Sendo assim, é de extrema importancia
avaliar seus efeitos em organismos néo-alvos no meio ambiente, sendo um farmaco amplamente utilizado como analgésico e antipirético e, portanto,
presente em efluentes urbanos. Outro farmaco encontrado em ecossistemas aquaticos é o propranolol, uma droga terapéutica utilizada
extensivamente no tratamento de cardiopatias. Sabe-se que a utilizagdo de uma espécie-modelo responsiva a diferentes biomarcadores é
apropriada para quantificar efeitos biolégicos de muiltiplos estressores. Devido a sua relevancia biolégica e socioeconémica, peixes tém sido
amplamente utilizados como bioindicadores de qualidade ambiental. Pertencente a familia Poeciliidae, o género Phalloceros, que abrange peixes
pequenos e amplamente distribuidos na América do Sul. No presente estudo, uma espécie nativa brasileira, o guaru (Phallocerus harpagos), sera
utilizada em ensaios de ecotoxicidade aguda (96 horas) em resposta a exposi¢ao aos farmacos propranolol e paracetamol.

Sao Carlos, 04 de fevereiro de 2016

nondoSdhil

Prof. Dr. Luiz Fernando Takase
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sdo Carlos

2730071215
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Assessment of biochemical alterations in the neotropical fish species
Phalloceros harpagos after acute and chronic exposure to the drugs
paracetamol and propranolol

Beatriz V. R. Pereira' - Gregorio Nolazco Matus' - Monica Jones Costa ' « André Cordeiro Alves Dos Santos® .
Elaine C. M. Silva-Zacarin ' - lanaina Braga do Carmo'” - Bruno Nunes*
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i) Spenger-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2118

Abstract

Ower time, many pollutants of anthropogenic ongin have caused the contammation of aguatic ecosystems. Among sevemnl
chametenstics, these compounds cn reach the trophic chain, causing ddeterions intemctions with the biota. Pharmaceutical
substances can be meluded in this scenario as emengimg contarmimants that reach the aquatic environment becauss of dirsct human
and veternary usage, and neleass by mdustrial effluents, as well as through domestic dumping of surplus drugs. The effects of
these compounds on exposed omzanisms have been studied since the 19905, but eootoxdcological data for such chemicals are still
soarce especially conceming aquatic organisms from tropical regions, Paracetamol and propranolol wene selected for this study
smee they ans frequently found in surface waters, Paracetamol is a drug used as analgesic and antipyretic, while propranclol, a -
blocker, is used in the treatment of hypertension. The objective of this study was 1o assess the toxic effects of thess substances on
the neotropical freshwater fish Phalloceros harpagos after acute (96 h) and chronic (28 dayvs) exposures. In onder to understand
the effects of these drugs on P harpagos, biochemical markens wene selected, inchiding the ensmymmes involved in oxidative stress,
xenohiotic metabolism, and neurotransmission (catalase, glutthione-S-trans ferase, and cholinesterase activities, respectively),
After aoute exposure, no significant alterations were observed for catalase activity, suggesting the absence of oxidative stress, On
the contrary, significant alterstions in ghitathione-S-transfemses activity were deseribed for the higher concentrations of both
pharmaceuticals after aoite exposure. In addition, aoute exposure to paracetamol caused asignificant increase of cholines terse
activity, Mone of the tested phamaceuticals cansed significant chnges in catalass or cholinestemse activities after chromic
exposure. Glutathione S-tmmsferases activity was significantly increased for propranolol following chronic exposure, indicating
the potential involvement of phase 1T detoxification pathway,

Keywords Oxidative stress - Emenging contaminants - Ecotoxicology - Biomarkens - Tropical species - Phammacenticals
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Sintese dos resultados obtidos para os biomarcadores. CAT — Catalase; GSTs — Glutationa-S-Transferases; ChEs

— Colinesterases; HSP70 — Heat Shock Protein. As concentragdes estdo representadas da menor para a maior

descritas nos materiais e métodos.

C2

C3
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Biomarcadores C1l
CAT -
GSTs -
ChEs -
HSP70 1

1

—

1

T

]
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