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RESUMO

Ambientes naturais aquaticos vém recebendo aportes de contaminantes emergentes,
que podem interagir com classes de contaminantes ja regulamentados, promovendo efeitos
adversos aos organismos e influenciando aspectos de satide publica. Este estudo avaliou os
efeitos oxidativos do farmaco carbamazepina (CBZ) e do pesticida neonicotindide acetamiprida
(ACT), reconhecidamente contaminantes emergentes, em sistemas unitarios € em misturas com
o contaminante regulamentado cadmio, por meio dos biomarcadores catalase (CAT), glutationa
S-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH), metalotioneina (MT) e malondialdeido
(MDA). Para tanto, peixes zebrafish (Danio rerio) foram expostos por 96 horas a concentragao
ambiental de 25 pg L! dos contaminantes em sistema estatico para analise dos 6rgdos cérebro
e figado. Os resultados das exposi¢des unitarias dos contaminantes indicaram um aumento
significativo de todos os biomarcadores comparados com controle, exceto para CAT no 6rgdo
cérebro, por sua conhecida baixa atividade neste o6rgdo. Esses aumentos, sobretudo no
biomarcador MDA, foram atribuidos ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs)
geradas a partir das exposi¢cdes aos contaminantes. Destaca-se que o contaminante CBZ
apresentou os maiores niveis em todos os biomarcadores, demonstrando maior possibilidade de
efeitos oxidativos dentre os trés contaminantes. Ja o contaminante ACT, apresentou as menores
respostas de biomarcadores no 6rgao figado, sobretudo na atividade da enzima CAT. Além
disso, ressalta-se que o contaminante Cd apresentou os menores valores de resposta dos
biomarcadores estudados para o 6rgdo cérebro. Em relacdo as exposicdes mistas, foram
observados niveis de resposta dos biomarcadores acima dos observados nos controles para os
orgaos cérebro (GSH e MT) e figado (CAT, GSH), demonstrando a resposta antioxidante do
organismo ante ao aumento das EROs, bem como a ocorréncia de peroxidacdo lipidica nestas
exposi¢oes para o figado. No entanto, as exposi¢cdes mistas apresentaram niveis de
biomarcadores menores que a soma de seus respectivos resultados de exposicdo unitéria,
sugerindo uma interagdo antagonica entre os contaminantes para CAT, GST, MT e MDA.
Conclui-se que os contaminantes de estudo sdo capazes de gerar efeitos oxidativos ao
organismo modelo mesmo na ordem de pg L', alertando para a possibilidade de quebra da
homeostase entre resposta antioxidante e geracdo de EROs pelas exposigdes, sugerindo que
efeitos semelhantes seriam observados em organismos nao alvo no ambiente natural, sobretudo

pelo aporte constante de cargas desses contaminantes.



Palavras-chave: Contaminantes emergentes, Ecotoxicologia aquatica, Estresse oxidativo,

Zebrafish, Peroxidacao lipidica.



ABSTRACT

Aquatic natural environments have been receiving discharges of emergent
contaminants, those can interact with already regulated contaminants, promoting adverse
effects to organisms and influencing negatively public health aspects. This study evaluated the
oxidative effects of the drug carbamazepine (CBZ) and the neonicotinoid pesticide acetamiprid
(ACT), recognized as emerging contaminants, in unitary systems and in mixtures with the
regulated contaminant cadmium, thru the biomarkers catalase (CAT), glutathione S-transferase
(GST), reduced glutathione (GSH), metallothionein (MT) and malondialdeid (MDA). For this,
zebrafish fishes (Danio rerio) were exposed in 96 hours assay to an environmental
concentration (25 pg L-1) of those contaminants in a static system to the brain and liver
analysis. The unitary exposure results shown a significative elevation of all biomarkers
compared to controls, except CAT in brain, explained for its low activity in this organ. These
elevations, mostly in MDA, were attributed to the oxygen reactive species (ROS) elevation,
generated by the contaminant exposures. It has highlighted that the contaminant CBZ
demonstrated the highest biomarker levels, pointing to its greater possibility of oxidative effects
than the other contaminants studied. On the other hand, ACT presented the lowest biomarkers
responses in the liver, mostly in the CAT activity. In addition, it is emphasized that the
contaminant Cd presented the lowest response biomarkers values studied for the brain organ.
About the mixed exposures, were observed levels of biomarker responses higher than controls
to brain (GSH and MT) and liver (CAT, GSH and MDA), demonstrating the organism’s
antioxidant response face the ROS increase, as well the lipid peroxidation occurrence. However,
the mixed exposures presented lower biomarker levels than the sum of its respective unitary
exposition results, suggesting an antagonistic interaction between the contaminants in CAT,
GST, MT and MDA. It was concluded that the contaminants studied were capable to generate
oxidative effects to the model organism at pg L' concentrations, alerting to the possibility of
homeostasis breake between antioxidant response and ROS generation by the expositions,
suggesting that similar effects would be observed in non-target organisms in the natural

environment, especially related with the constant discharges of these contaminants.

Keywords: Emerging contaminants, Aquatic ecotoxicology, Oxidative stress, Zebrafish, Lipid

peroxidation.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional desordenado tem promovido simultaneamente o
aumento na demanda por recursos naturais € a producdo e uso crescente de produtos
quimicos. Esse fato, somado a fragilidade das politicas publicas ¢ a precariedade dos
servicos de saneamento, tem gerado consequentemente o aumento na producao de esgoto
doméstico nao tratado e cargas industriais remanescentes. Todo esse contexto corrobora na
geracdo de impactos, reversiveis e irreversiveis sobre os ecossistemas, sobretudo no agravo
da indisponibilidade de recursos hidricos (JORDAN et al, 2010; DIETZ ¢ JORGENSON
2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Por essas razoes, os impactos sobre a diminui¢ao
da qualidade dos recursos hidricos estdo diretamente relacionados a um problema de

saude publica.

A introdugdo de substancias quimicas decorrentes de atividade antrdpica, tais como
agrotoxicos, medicamentos, cosméticos, produtos de higiene pessoal e metais em um
ambiente natural, pode acarretar em danos estéticos e risco a saude, podendo gerar o
fenomeno de poluicdo chamado contaminacdo (CONAMA 420/09). Embora existam
elementos ou substancias que apresentem riscos a saude bem mais descritos na literatura,
destacam-se os denominados contaminantes emergentes. Os contaminantes emergentes vém
sendo encontrados no ambiente na ordem de ng L' e ug L', e seus limites seguros de
exposicao nessa ordem de concentragdao ainda sdo pouco conhecidos, razao pela qual nao
possuem regulamenta¢cdo quanto a valores maximos permitidos no ambiente e ndo sdo
monitorados regularmente em programas governamentais (KOSJEK et al, 2007,
MATAMOROS; SALVADO, 2012; VERLICCHI et al, 2010). Entre as classes que
comportam contaminantes emergentes, podem ser citados plastificantes, hormonios, drogas
de abuso, nanoparticulas, pesticidas (grupos como o dos neonicotindides) € compostos
farmacéuticos e seus subprodutos da biotransformagao (CARLOS et al, 2012; GOMIS et al,
2014; MATAMOROS; SALVADO, 2012).

As consequéncias causadas por contaminantes emergentes ao ambiente e a satde
humana ainda ndo sao muito bem compreendidas, € no ambiente natural estes podem agir de
modo diferente, quanto a possibilidade de interacdes sinérgicas e antagénicas com outros

compostos ja regulamentados ou considerados “seguros” (CEDERGREEN, 2014;
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MATAMOROS; SALVADO, 2012). Dentre contaminantes ji regulamentados, podem ser
destacados os metais, encontrados em efluentes industriais e capazes de causar efeitos
deletérios mesmo em concentra¢des na ordem de ug L™ e ng L' (DEMIR et al., 2015). O
metal cadmio ¢ atualmente classificado pela International Agency for Research On Cancer
- IARC como carcinogénico para humanos, além de ser considerado como capaz de causar
efeitos como irritagdes estomacais, deformidades Osseas, disturbios renais e cancer de
pulmao (IARC, 2017; ATDSR, 2012). Metais como cadmio vém sendo encontrados com
frequéncia no meio ambiente aquatico de forma combinada com outros contaminantes,
especialmente de origem farmacoldgica. No entanto, segundo Almeida et al. (2018) a maior
parte dos estudos relacionados aos impactos causados pela exposi¢do a esse metal tratam
apenas da exposicao unitaria ao cadmio, enquanto que uma pequena parcela atenta para
exposicdes com sistemas de misturas de contaminantes. Além disso, Lefcort et al. (2002)
ressaltaram que a maior parte dos estudos com metais prioriza apenas os efeitos negativos
diretos sobre organismos, como sintomatologia toxicoldgica e mortalidade. Uma menor

proporg¢ao de estudos aborda a avaliacao de efeitos deletérios nao letais.

Dentre os contaminantes emergentes, com dados ainda incipientes quanto a seus
efeitos especificos sobre o ambiente, destaca-se o acetamiprida, um agrotdxico inseticida
neonicotindide (GOMIS et al, 2014), introduzido no mercado como substituto dos
inseticidas organofosforados, por apresentar maior afinidade aos receptores nicotinicos dos
insetos em comparacao com os de mamiferos (PIRES, 2013; TOMIZAWA; CASIDA, 2005;
YAO; MIN; LV, 2006). No Brasil, seu uso foi autorizado pela ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria) e classificado como classe III, medianamente toxico (ANVISA,
2017a). Esse agrotoxico tem sido considerado o neonicotindide mais utilizado no mundo, e
apesar de seu uso generalizado, os sintomas clinicos de intoxicacdo por acetamiprida ainda
sdo pouco conhecidos (XING ef al., 2017). Em um estudo de caso clinico de intoxicagdo
aguda realizada por Xing et al (2017), foram relatados sintomas como tonturas, nduseas,
amilase sanguinea elevada, distensdo abdominal e disfun¢ao hepatica. Em relacdao a impactos
no ambiente, a American Byrd Conservancy (2013) relatou efeitos dos neonicotindides em

culturas de abelhas, sistemas aquaticos e mortalidade de passaros.

Além da classe dos pesticidas, os compostos farmacéuticos tém sido considerados
contaminantes emergentes potenciais (BABIC et al., 2007; KOSJEK et al., 2007; STANLEY
et al., 2007; SUN; ZENG; LEMLEY, 2013). Esses compostos (farmacéuticos) sao
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introduzidos nos ecossistemas aquaticos principalmente pelo aporte de dguas residuais sem
tratamento e por aguas residuais de estagdes de tratamento, uma vez que o tratamento
convencional de efluentes domésticos ¢ ineficiente na remocao desses contaminantes
(KOSJEK et al.,2007; STANLEY et al., 2007; SUN; ZENG; LEMLEY, 2013). Dessa forma,
dentre os principais grupos de farmacos que podem aportar nesses ambientes, destaca-se o
grupo dos medicamentes de agdo no sistema nervoso central (segundo maior em unidades
de medicamento vendidas no Brasil) e, em especial, o medicamento carbamazepina
(Tigretol) (ANVISA, 2017b). A carbamazepina ¢ um farmaco psicotropico antiepilético
consumido na ordem de mil toneladas ao ano no mundo (SUN; ZENG; LEMLEY, 2013).
Dentre seus usos, estdo o tratamento de crises epiléticas parciais complexas ou simples,
sindrome de abstinéncia alcodlica e diabetes insipida central, além de apresentar efeitos
positivos sobre sintomas de ansiedade e depressdo (ANVISA, 2017¢). Segundo a ANVISA
(2017c¢), a administragdo da carbamazepina pode apresentar reagdes adversas no sistema
nervoso central (como vertigem, cefaleia, ataxia, sonoléncia, fadiga e diplopia) e

dermatoldgicas (como erupgdes e necrdlise epidérmica toxica).

Para a compreensdo dos impactos de compostos emergentes sobre 0s seres vivos,
¢ importante ressaltar que estudos com andlises fisico-quimicas tradicionais sdo
incapazes de distinguir entre substincias inertes e substancias que afetam
sistemas biologicos (COSTA et al, 2008). Dessa forma, destaca-se o papel
da ecotoxicologia para a melhor compreensdo do efeito de contaminantes sobre os
organismos e, em especial, o da ecotoxicologia aquatica, uma vez que corpos hidricos seriam
os principais receptores de cargas de contaminantes, sejam por descarga direta ou indireta

(COSTA et al., 2008).

Dentre os organismos modelo mais utilizados em ensaios de ecotoxicologia
aquatica, pode ser destacado o peixe teledsteo zebrafish (Danio rerio), que vem sendo
utilizado como modelo em estudos farmacéuticos, mutagénicos e toxicoldgicos, uma vez
que apresenta homologia genética de 70-80% com roedores e humanos, baixo custo de
criacdo e manuten¢do, rapido desenvolvimento e capacidade de absorver compostos
adicionados a dgua, dispensando-se a necessidade de tratamentos invasivos (ARMILIATO,
2014; BENDER, 2011; LAWRENCE, 2007; SEIBT, 2009). Por essas razdes, esses peixes
sao comumente utilizados como bioindicadores em testes de ecotoxicologia aquatica

(IGANSI, 2012). Além disso, o Danio rerio apresenta mecanismos de defesa antioxidante,
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que visam neutralizar efeitos oxidativos de espécies reativas de oxigénio (EROS), geradas
por agentes xenobidticos como contaminantes ambientais (ARMILIATO, 2014). O
desequilibrio entre EROS e a resposta do sistema antioxidante (com predominio das EROs),
caracteriza a situacao de estresse oxidativo (COTIGUIBA et al. 2013; VASCONCELOS et
al. 2007). Dentre os efeitos oxidativos causados pelas EROS, podem ser destacados a
peroxidagdo lipidica e danos a componentes celulares, proteinas, acidos nucléicos e
carboidratos (ARMILIATO, 2014; FERREIRA, 2010; MASSARSKY et al, 2017). As
semelhangas entre sistemas antioxidantes de peixes € mamiferos permitem que sejam
realizados estudos realistas da avaliagdo do risco potencial tdéxico de contaminantes

(MASSARSKY et al, 2017).

Diante do exposto, acentua-se a importancia de estudos que expandam o
conhecimento sobre efeitos deletérios ndo letais dos contaminantes emergentes em questao
(acetamiprida e carbamazepina), em conjunto com um contaminante ja regulamentado (como o
metal cddmio). Sobre esse tema, ressalta-se a escassez de dados na literatura que avaliem efeitos
de exposigdes combinadas desses contaminantes, destacando-se o estudo de Almeida et al.
(2018) como um dos poucos estudos que apresentam a abordagem de exposicdes
combinadas, neste caso, dos contaminantes carbamazepina de cadmio, diferenciando-se do
presente estudo principalmente pelo ao uso do organismo aquatico améijoa. Além da escassez
de dados na literatura, ressalta-se a importancia de estudos que abordem concentragdes
ambientais dos contaminantes estudados, uma vez que estes podem compor matrizes complexas
em ambientes aquaticos, devido ao uso/consumo destas substancias no territorio nacional
(RIBEIRO et al., 2013; ALMEIDA, 2012; ALCANTARA et al., 2004). Dessa forma, o presente
estudo pretende avaliar, em condi¢des de laboratdrio, biomarcadores do estresse oxidativo
em peixes Danio rerio expostos a acetamiprida, carbamazepina e cadmio em sistemas

individuais e de misturas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CONTAMINANTES EMERGENTES

Segundo Farré et al. (2008) e Verlicchi et al. (2010), a preocupagdo com efeitos dos
chamados contaminantes emergentes em aguas residuais, superficiais e subterraneas ¢
crescente. Esses contaminantes correspondem aos poluentes que nao estdo inclusos em
rotinas de programas de monitoramento governamentais € ndo possuem valores de
intervengdo regulamentados pela legislacdo, dependendo de pesquisas sobre seus efeitos
potenciais toxicos e resultados de monitoramento de ocorréncia ambiental (FARRE ef al.,
2008; KOSJEK et al., 2007, VERLICCHI et al., 2010). Além disso, os contaminantes
emergentes vém sende associados a grupos como produtos de cuidado pessoal, esteroides e
hormdnios, surfactantes, retardantes de chama, aditivos industriais, aditivos de gasolina e
seus produtos de biotransformacgdo, nanoparticulas, produtos de desinfec¢do de piscinas,
compostos perfluorados, drogas de abuso e compostos farmacéuticos (FARRE et al., 2008;

VERLICCHI et al., 2010).

2.1.1. CONTAMINANTES EMERGENTES E A SAUDE PUBLICA

Os contaminantes emergentes podem aportar nos ambientes naturais por
carreamento superficial de areas rurais, ou ainda, pelo aporte de efluentes de aguas residuais
tratados ou nio tratados (FARRE et al., 2008). No caso de efluentes de estacdes de
tratamento, estes vém sendo considerados como uma das principais fontes do aporte de
contaminantes emergentes farmacoldgicos nos sistemas aquaticos, uma vez que 0S
tratamentos aplicados comumente ndo conseguem eliminar estes contaminantes (PAL et al.,
2014). Ja a via de acesso por carreamento superficial, estaria ligada a contaminacgéo de 4guas
superficiais (e subterraneas) pelo aporte de contaminantes de origem agricola (PAL et al.,
2014). Assim, uma vez que a agua potavel € tradicionalmente obtida a partir de adguas

superficiais e que, por sua vez, as aguas residuais séo comumente encaminhadas para corpos
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hidricos a jusante, a eliminagdo de aguas residuais sem comprometer recursos hidricos e o
meio ambiente vem sendo considerada um desafio técnico, social e ecoldgico (PAL et al.,
2014). Dessa forma, a presenca de substancias quimicas (como contaminantes emergentes)
em recursos hidricos é tida como um problema crescente de preocupacéo publica, tanto para
a populagéo, quanto para autoridades reguladoras, principalmente considerando-se aspectos
como usos sucessivos de um mesmo manancial ao longo da bacia hidrogréfica e
consequéncias ainda ndo totalmente compreendidas, como a possibilidade de interacGes
sinérgicas entre estes contaminantes (BENSON et al., 2017; CEDERGREEN, 2014;
MATAMOROS; SALVADO, 2012).

Segundo Cedergreen (2014), os contaminantes emergentes podem ainda interagir
com substancias regulamentadas considerados “seguras”, aumentando a incerteza sobre o
real risco associado a estas combinacdes. Além da possibilidade de combinacdo com outras
substancias, uma vez nos ambientes aquaticos, 0s contaminantes emergentes ficam sujeitos
a processos de biotransformacéo, podendo gerar subprodutos com maior potencial toxico
que o contaminante original (FARRE et al., 2008). Dessa forma, estudos ao redor do mundo
tém detectado a ocorréncia desses contaminantes em diferentes matrizes ambientais,
normalmente em concentracdes na ordem de pg L™ ou ng L™ (PAL et al., 2014; CARLOS
etal., 2012; GOMIS et al., 2014).

2.2. ACETAMIPRIDA

O Brasil ¢ um dos maiores consumidores mundiais de pesticidas, apresentando uma
expansao de cerca de 700 % no consumo destes produtos nos ultimos quarenta anos, em
contraste com um aumento de 78 % da area agricola no mesmo periodo (CHIARELLO et
al., 2016). Pesticidas representam a segunda maior causa de contaminagao de rios no Brasil,
ap6s os efluentes domésticos (CHIARELLO et al., 2016). A classe dos pesticidas
neonicotindides foi a que mais cresceu no mercado desde o langamento dos piretroides,
tornando-se a mais usada na prevengdo e controle de pragas (PIRES, 2013). Os
neonicotinodides sdo facilmente absorvidos pelas plantas e atuam rapidamente, em baixas

doses, em pragas de pulgdes e moscas (TOMIZAWA; CASIDA, 2005). O acetamiprida
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(Ci1oH11CINs) € um inseticida neonicotindide considerado um contaminante emergente
(GOMIS et al., 2014). Esse contaminante possui maior afinidade aos receptores nicotinicos
dos insetos, em comparagdao com os de mamiferos, proporcionando efeitos secundarios
menores que os observados em outras classes de pesticidas, como organofosforados,
metilcarbamatos e organoclorados, fato que incentiva seu largo consumo ao redor do mundo,
na casa de um bilhdo de dodlares ao ano, correspondendo a 11-15 % do mercado total de
inseticidas (PIRES, 2013; TOMIZAWA; CASIDA, 2005; YAO; MIN; LV, 2006). Segundo
Xing et al. (2017), apesar do uso generalizado do acetamiprida na China, seus sintomas
clinicos e consequéncias da intoxicacdo ainda ndo sdo bem descritos na literatura. Além
disso, destaca-se que o comportamento do acetamiprida nos ambientes aquaticos estaria
associado a sua elevada solubilidade em agua de 2950 mg L. Ressalta-se também seu
coeficiente de particao log Kow de 0,8 e pKa de 0,70 (CHIARELLO et al., 2016; RIBEIRO
etal.,2013; SANCHES et al., 2010).

No Brasil, o acetamiprida é regulamentado pela ANVISA e previsto para utilizagao
nas culturas de algodado, arroz, feijao, milho, soja, trigo, café, aveia, batata, uva, citros
(ANVISA, 2017a). O acetamiprida ¢ classificado pela ANVISA como classe III,
medianamente téxico, e delimitado quanto a Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) em 0,024
mg kg! p.c. A toxicidade de neonicotinéides em mamiferos apresenta sintomas semelhantes
a intoxicagdo por nicotina (TOMIZAWA; CASIDA, 2005). Xing et al. (2017) apresentam
um estudo de caso clinico de intoxicagdo aguda por acetamiprida, no qual a paciente
apresentou tonturas, nauseas, distensdo abdominal, disfun¢do hepatica e amilase sanguinea
elevada. Quanto aos efeitos nos ecossistemas, a American Byrd Conservancy (2013),
menciona os impactos dos inseticidas neonicotindides no meio ambiente, atingindo sistemas
aquaticos, culturas de abelhas e provocando mortandade de passaros. Além disso, em um
estudo ecotoxicoldgicos, Wang et al. (2018) observaram que embrides de peixes zebrafish
(Danio rerio) expostos as concentragdes de 0,17 e 0,67 mg L' de acetamiprida, foram
afetados em suas expressoes génicas de mRNA ligadas a apoptose celular, desregulagao
endocrina, imunidade inata e estresse oxidativo (relacionado a enzima manganés superdxido
dismutase). Cabe também ressaltar que, em estudo com peixes zebrafish expostos a
acetamiprida em concentragdes subletais (2,4 mg L), Zhang e Zhao (2017) detectaram
alteragdes na regido do cérebro, soro sanguineo e figado, indicada pelo aumento de 0,3-3422

vezes nos niveis de aminoacidos como alanina, sarcosina e leucina.
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Quanto as detecgdes ambientais do acetamiprida (tabela 1), Sanches-Bayo; Hyene
(2014) identificaram 0,08 pug L! de acetamiprida em média em rios em torno de Sydney
(Australia), destacando-se o valor maximo encontrado de 0,38 pg L!. Zheng et al. (2016a)
encontraram acetamiprida em mais de 55 % dos trinta e cinco locais de amostragem de agua
do rio Jiulong na China, com concentragio maxima de aproximadamente 9 pug L™'. Anderson
et al. (2013) encontraram a concentra¢io maxima de 44,1 pg L' (média de 2,2 pg L!) de
acetaminprida em amostras de agua superficial de area rural em Playa Lakes, nos Estados
Unidos. Main et al. (2014) detectaram concentragdes de 0 - 0,0544 pg L' de acetamiprida
em amostras de aguas superficiais de areas rurais em Saskatchewan, Canadd. Sadaria;
Supowit; Halden (2016) analisaram amostras de 4gua de estagao de tratamento de esgoto nos
Estados Unidos, observado as concentra¢gdes médias de 0,0037 pg L! nas amostras afluentes
e 0,0017 pg L' nas efluentes. No Brasil, Ribeiro ef al. (2013) realizaram um estudo com
amostras de aguas superficiais coletadas em area degradada na nascente do rio Sdo Lourengo
(Mato Grosso), encontrando 23,61 ug L' de acetamiprida, além de concentra¢des de outros
sete pesticidas!. Além disso, Carbo ef al. (2008) realizaram um estudo de investigacdo em
cento e dez amostras de dgua subterrdnea de lavouras de algoddo em Primavera do Leste,
Mato Grosso, Brasil, encontrando até 6,31 pg L. E importante ressaltar que a Unido
Europeia estabelece, de forma geral, valores limites de 0,1 ug L' e 0,5 pug L' para
concentragdes individuais de qualquer pesticida e niveis totais de pesticida em agua potavel,
respectivamente (CARBO ef al., 2008). No entanto, seriam necessarios mais estudos para a
caracterizagdo do potencial impacto ambiental dos neonicotindides, uma vez que estes
podem apresentar toxicidade sinérgica em misturas (STARNER; GOH, 2012). Em especial,
destaca-se a necessidade de estudos sobre o potencial toxico do neonicotindide acetamiprida,
inclusive sob o aspecto da possibilidade de interagdes com outros contaminantes no
ambiente aquatico, vista sua deteccdo ambiental no Brasil e ao redor do mundo, e seus

potenciais efeitos negativos aos ecossistemas e a saide humana.

! A nascente do Rio Sdo Lourengo esta localizada na regido rural do estado do Mato Grosso e banha
oito cidades, entre as quais estdo Campo Verde, Jaciara e Dom Aquino, desaguando na regido do pantanal
(considerado  patriménio  natural mundial pela UNESCO) (MMA, 2019; RIBEIRO
etal, 2013).
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Tabela 1 - Dados de deteccao ambiental do acetamiprida

Substancia Concentl_’fgao Matriz Autor Ano Localidade
(ngL™)
0,0037 Afluente de ETE Sadaria, 2016 EUA
Supowit; Halden
0,0017 Efluente de ETE Sadaria, 2016 EUA
Supowit; Halden
0,380 Aguas fluviais Sanches et al. 2010 Sidney, Australia
Acetamiprida 0,054 Aguas superficiais Main et al 2014 Saskatche\,/van,
' ' Canada
9,00 Aguas fluviais Zheng et al. 2016a China
44,10 Aguas superficiais ~ Andersonetal. 2013 EUA
6,31 Agua subterranea Carbo et al. 2008  Mato Grosso, Brasil
23,61 Aguas fluviais Ribeiro et al. 2013  Mato Grosso, Brasil

Legenda: ETE — Estac@o de tratamento de esgoto.
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2.3. CARBAMAZEPINA

Brasil, EUA, Fran¢a ¢ Alemanha sao considerados os maiores consumidores de
compostos farmacéuticos do mundo (ALMEIDA, 2012). Esses compostos t€ém sido
considerados contaminantes emergentes, pertencendo a um grupo de interesse crescente,
devido 4 sua atividade farmacoldgica e aumento de consumo (BABIC et al., 2007; KOSJEK
et al., 2007; STANLEY et al., 2007, SUN; ZENG; LEMLEY, 2013). Esses contaminantes
sao considerados pseudo persistentes, uma vez que apresentam aporte continuo no ambiente,
compensando suas taxas de remogao e transformagdo (KOSJEK et al., 2007). Dentre as vias
de aporte desses contaminantes no ambiente aquatico, estdo a descarga advinda de efluentes
da producdo de farmacos, hospitais e descarte inadequado de medicamentos (KOSJEK et
al.,2007). No entanto, estacdes de tratamento de dguas residuais sao consideradas a principal
via de aporte desses contaminantes nos ecossistemas aquaticos (juntamente com o aporte de
aguas residuais ndo tratadas), uma vez que os tratamentos convencionais de efluentes
domésticos sdo ineficientes na remog¢ao dos mesmos (ALMEIDA, 2012; FARRE et al.,
2008; KOSJEK et al., 2007, STANLEY et al., 2007; SUN; ZENG; LEMLEY, 2013;
VERLICCHI et al., 2010). Compostos farmacéuticos estdo presentes nos ecossistemas
aquaticos em concentragdes na ordem de pg L' e ng L!, causando principalmente efeitos
cronicos com exposi¢des por longos periodos (inclusive por todo o ciclo de vida dos
organismos), dependendo de sua biodisponibilidade, susceptibilidade do organismo ao

composto e tempo de exposi¢ao (FARRE et al., 2008; KOSJEK et al., 2007).

Dentre os principais grupos de farmacos que podem aportar nos ambientes
aquaticos, destaca-se o grupo dos medicamentos de atuacdo no sistema nervoso central
(SNC), apontado pelo Anuério Estatistico do Mercado Farmacéutico — 2016 (ANVISA,
2017b) como o segundo maior grupo em vendas no ano de 2016 (14,4 % das vendas no
territorio nacional) e, além disto, como o grupo de medicamentos mais rentavel naquele ano.
Dentre os medicamentos de atuagdo no SNC, destaca-se a carbamazepina (Ci15sH12N20), um
medicamento pertencente ao grupo farmacoldgico dos iminostilbenos, apresentando um
nucleo triciclico iminodibenzdico com grupo carbamoil na posi¢ao cinco, que ¢ essencial

para a atividade anticonvulsivante (ALMEIDA, 2012).
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A carbamazepina ¢ um farmaco psicotropico antiepilético consumido na ordem de
mil toneladas ao ano no mundo (SUN; ZENG; LEMLEY, 2013) e ¢ administrada em doses
diarias de 600-1200 mg (KOSJEK et al., 2007). Uma vez no organismo, a carbamazepina ¢
metabolizada predominantemente no figado e excretada principalmente pela urina (72%),
com aproximadamente 20-30% de excre¢do na forma inalterada (ALMEIDA, 2012). Suas
propriedades farmacocinéticas sofrem influéncia de sua baixa solubilidade em agua (17,7
mg L) e por sua capacidade de conversdo em metabolitos ativos, por meio de enzimas
oxidativas hepaticas (ALMEIDA, 2012). A carbamazepina apresenta log Kow de 2,45 e pKa
de 13,9 (PUBCHEM, 2017).

Dentre os efeitos adversos agudos da carbamazepina em humanos, podem ser
citados efeitos no sistema nervoso central e sistema gastrointestinal, acarretando sedagao,
ataxia, tonturas, nduseas, constipagdo, diarreia, alopecia, fotossensibilidade, hepatite,
erupcdes cutaneas e discrasia no sangue (ALMEIDA, 2012). Em relacdo a efeitos cronicos,
podem ser observadas vertigens, sonoléncia, distirbios da func¢do cerebelar e oculomotora
(ataxia, nistagmo e diplopia), arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva, reagdes
dermatoldgicas, edema e hiponatremia (ALMEIDA, 2012). A carbamazepina também pode
causar reagdes adversas dermatoldgicas, como erupgdes e necrolise epidérmica toxica

(ANVISA, 2017c¢).

Estudos ecotoxicoldgicos tém demonstrado efeitos adversos da carbamazepina em
organismos modelo como ratos, invertebrados (como daphnias) e peixes. Um exemplo disso
seria o estudo de Calcagno et al. (2016), que demonstrou alteragcdes no comportamento de
peixes J. multidentata expostos a carbamazepina, como diminuicao da velocidade de natagao
(10 e 50 ug L") e redugiio no tempo despendido no fundo do tanque (10 pg L!). Segundo
Santos et al. (2010), a carbamazepina pode causar efeitos sobre rins, figado e branquias de
peixes, além de ser considerada letal para zebrafish (Danio rerio), mesmo a doses na ordem
de pg L', Em concordancia, Qiang ef al., (2016), demonstraram que a carbamazepina pode
afetar o desenvolvimento de embrides de peixes zebrafish expostos a partir da concentracao
de 1 ug L' de carbamazepina, indicando diferengas na taxa de incubagio, comprimento do
corpo e no aspecto da bexiga natatoria. Cabe ser ressaltado também o estudo realizado por
Gomes et al. (2019), no qual foi observado estresse oxidativo significativo em figado e em
cérebro de peixes zebrafish adultos expostos por 96 horas a 75 ug L' carbamazepina, além

da constatagdo de desequilibrio da homeostase metalica nestes 6rgaos. Destacam-se também
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os trabalhos de Santos et al. (2018), Hammill ez al. (2018) e de Galus et al. (2014), nos quais
foram observados, respectivamente, efeitos adversos relacionados a viabilidade de ovos e
estresse oxidativo (atividade das enzimas catalase e glutationa-S-transferase) observado em
figado e em branquias de zebrafish expostos a 10 ug L' de carbamazepina (por 63 dias),
relacionados a diferenciagio sexual de descendentes de zebrafish expostos a 10 ug L' de
carbamazepina por 6 semanas, e relacionados a producdo de embrides apds acasalamento de
peixes zebrafish expostos a 10 ug L' de carbamazepina por 6 semanas. Além disso, a
carbamazepina € relatada como uma preocupacao ambiental significativa, uma vez que, por
seu largo uso, apresenta entrada continua no ambiente, juntamente com seus metabdlitos
secundarios (FARRE et al., 2008; KOSJEK et al., 2007). Esses metabolitos podem ser
transformados a formas livres, por exemplo, por atividade microbiana no tratamento da dgua
(FARRE et al., 2008). Apenas 7-10 % da carbamazepina que aporta nas estagdes de
tratamento de aguas residuais ¢ eliminada como resultado do tratamento (AL-HADITHI;

SAAD; GROTE, 2011).

Em relagdo a deteccdo ambiental (tabela 2), a carbamazepina tem sido encontrada
em afluentes e efluentes de estacdes de tratamento de esgoto (ETE) em estudos ao redor do
mundo, como na Franca, onde foi detectada a faixa de concentracio de 208-416 ng L
(afluentes de ETE) e 112-258 ng L™! (efluentes de ETE). Na Suécia, foram detectados 1680
ng L! (afluente de ETE) e 1180 ng L' (efluente de ETE) e na Italia, foi detectada a faixa
de 0-1318 ng L' de carbamazepina em efluentes de oito estagdes de tratamento
(LECLERCQ et al., 2009; BENDZ et al., 2005; CASTIGLIONI et al., 2005). Além disso,
Ma et al. (2016) detectaram 0,8-6,44 ng L' de carbamazepina em amostras de agua
superficial do lago Dongting, provincia de Hunan (China). Loos, Locoro e Contini (2010)
analisaram amostras de agua do rio Dantbio (fronteirico a dez nagdes europeias)
encontrando carbamazepina em 100 % das amostras (com maiores valores detectados em
torno de Budapest, Roménia e Bulgaria), resultando em uma concentracdo média de 33 ng
L' (concentragio maxima de 66 ng L'! de carbamazepina). J4 nos afluentes do rio Dantbio,
Loos, Locoro e Contini (2010) encontraram a concentragio média de 29 ng L' de
carbamazepina (com um valor maximo encontrado de 945 ng L!). Além disso, Radovié et
al. (2015) detectaram concentragdes de 25-30 ng L' de carbamazepina em amostras de 4gua
de rio na Sérvia. No Brasil, Shihomatsu (2015) realizou um estudo em amostras de aguas da
represa Guarapiranga, Sdo Paulo, nos anos de 2011, 2012 e 2013, detectando carbamazepina

na faixa de 12-358 ng L. Almeida (2012) detectou farmacos psicoativos (ansioliticos e
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antiepiléticos) em efluente do Hospital Universitario de Santa Maria e em efluente geral da
Universidade Federal de Santa Maria, encontrando respectivamente 589,6 + 6,1 ng L e

460,7 £ 9,3 ng L! de carbamazepina.

Farré et al. (2008) destacam que os efeitos da carbamazepina no ambiente sdao de
dificil previsibilidade, especialmente em matrizes complexas (interagdo com outras
substancias), podendo resultar em efeitos sinérgicos ou antagénicos. Além disso, Chen et al.
(2019) ressaltam que a carbamazepina ¢ um dos fArmacos mais frequentemente detectados
no ambiente e, por este motivo, vem sendo utilizado inclusive como marcador de
contaminagdo de corpos hidricos por aguas residuais. Segundo Al-Hadithi, Saad e Grote
(2011), a presenga de compostos como a carbamazepina a longo prazo em ambientes
aquaticos aumentaria os riscos potenciais de efeitos adversos nas condigdes de vida de

organismos aquaticos e ecossistemas.

Tabela 2 - Dados de deteccdo ambiental de carbamazepina

Concentracéo

Substancia (ug L) Matriz Autor Ano Localidade
0,0008-0,006 Aguas superficiais Ma et al 2016 Hunan, China
0,025-0,03 Aguas fluviais Radovic¢ et al. 2015 Sérvia
0,033 Aguas fluviais Loos et al. 2010 Rio Danubio, UE
0,208-0,416 Afluente de ETE Leclercq et al. 2009 Franca
0,112-0,258 Efluente de ETE Leclercq et al. 2009 Franca
Car?)"’i‘rr]‘;aze' 0-1,318 Efluente de ETE  Castiglioni etal. 2005 Itélia
1,18 Afluente de ETE Bendz et al. 2005 Suécia
1,68 Efluente de ETE Bendz et al. 2005 Suécia

0,012 - 0,358 Aguas de represa Shihomatsu 2015 Séo Paulo, Brasil

0,589 Efluente hospital .
Hente nospriatar . Rio Grande do Sul,
Almeida 2012 .
046 Efluente geral Brasil
' UFSM

Legenda: ETE — estacdo de tratamento de esgoto.
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2.4. CADMIO

Metais estdo entre os principais contaminantes da agua, apresentando efeitos
variados sobre a biota aquatica e seres humanos, dependendo de sua concentragdo no meio
de exposicio e de sua forma quimica (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Demir et al. (2015)
e Alcantara et al. (2004) informam que a contaminagdo da dgua por metais ¢ um problema
mundial, principalmente pela forte toxicidade de muitos destes elementos mesmo em
concentragdes na ordem de pg L' e ng L'!. Além disso, Demir et al. (2015) enfatizam que
elementos como arsénio, mercurio, chumbo, cromo e cadmio (Cd) sdo estaveis, capazes de
bioacumular, promovendo efeitos toxicos nos ambientes aquaticos. Uma vez biodisponivel
a biota aquatica, o Cd pode ser incorporado ao sistema biologico de peixes por duas rotas
principais (figura 1): ingestdo e absor¢do branquial, bioacumulando-se nas branquias,
paredes intestinais e em 6rgaos como figado e rins de peixes (RODRIGUES, 2007; IGANSI,
2012). Segundo Igansi (2012), mesmo a barreira hematoencefélica de peixes oferecendo
resisténcia a passagem do Cd, este, uma vez em niveis cronicos, teria sua concentragdo
aumentada no cérebro e principalmente no bulbo olfatorio. Apos ultrapassar canais de célcio
na membrana celular, o Cd pode ligar-se a biomoléculas, acumulando ou depositando-se em
compartimentos subcelulares, onde pode sofrer transformac¢do ou eliminagdo metabolica
(como pela agao do tiol glutationa e da proteina metalotioneina) (DAMASCENO, 2016).
Cabe ressaltar que, segundo a Agency for Toxic Substances and Disease Registry, o Cd €
encontrado predominantemente na forma idnica +2 de oxidacdo e em complexos orgéanicos
em ambientes aquaticos (ATDSR, 2012). Tanto o elemento Cd, quanto compostos de Cd sao
considerados residuos perigosos (classe I) pela resolugago CONAMA 23/1996 e ambos
recebem a classificacdo de carcinogénicos para humanos (grupo I) pela International Agency

for Research on Cancer (IARC, 2017).

A exposicao humana ao Cd esté associada a dores reumaticas, deformidades Osseas,
distarbios renais, decréscimo da fungcdo pulmonar, doengas cerebrovasculares e
comprometimento dos 0ssos, além de estar relacionada aos canceres de pulmao, rim, prostata
e pancreas (IGANSI, 2012; JANEGITZ et al., 2011). Ja em relagdo aos efeitos observados
em testes ecotoxicologicos de exposi¢do ao Cd, podem ser destacados estudos com
organismos modelo como o peixe zebrafish (Danio rerio). Dentre esses estudos, pode ser

destacado o realizado por Jin et al. (2015), no qual foi demonstrado que a exposi¢do a
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10 umol L' Cd por 60 e 96 horas, diminuiu a capacidade de incubagdo dos peixes expostos.
Nas larvas de zebrafish também foram detectadas indugdes de estresse oxidativo causadas
pela exposi¢do de 96 horas ao Cd (1, 3 e 10 umol L), estas, denotadas no aumento dos
niveis do biomarcador malondialdeido (MDA) e diminui¢do dos niveis do biomarcador
glutationa (GSH) (JIN et al., 2015). Em concordancia, os estudos de Yuan et al. (2017)
demostraram que a exposicao de peixes Zebrafish, por 5 semanas, a concentracao de 30 ug
L ! levou a redugdo nos niveis de crescimento dos peixes, além do desencadeamento de dano
oxidativo (peroxidacao lipidica) e mudangas histoldgicas no figado. Zhu, Li e Zheng (2018)
identificaram a ocorréncia de estresse oxidativo no figado de zebrafish expostos a 5 ug L™!
de Cd por 15 semanas, relacionado aos niveis dos biomarcadores glutationa reduzida (GSH)
e metalotioneina (MT). Heffern, Tierney e Gallagher (2018) também relataram efeitos
adversos relacionados a peixes zebrafish expostos a baixas concentragdes (na ordem de pg
L) de Cd (ICs0: 36 ug L), confirmando que larvas de zebrafish expostas por 24 horas sio
afetadas na resposta de seus neuronios sensoriais relacionados ao olfato. Em concordancia,
Yang et al. (2017), relataram que a exposicdo a Cd (cerca de 4 mg L!) pode operar a inibigio
de mais de 60 % da atividade cerebral da enzima acetilcolinesterase nas primeiras 2 horas

de exposigao.

MEIO EXTERNO

brnquias

(\ sangue e

hemolinfa
tubo T + =
digestivo figado / rins

glandula digest.

agua
contaminada

Figura 1 - Esquema geral de absorcdo, distribuicdo e excre¢do de cadmio em peixes

(adaptado de RODRIGUES, 2007).
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O Conselho Nacional do Meio Ambiente, através da Norma 357/05, determina 0,04
mg L como valor méximo permitido de Cd total em aguas salobras ou salinas. Para dguas
ndo salinas, a Norma 357/05 indica valores de maximos de Cd 0,01 mg L' e 0,001 mg L
para corpos hidricos classe 1 e classe 3, respectivamente. A Norma 430/11 do CONAMA,
complementar a 357/05, delimita a concentra¢io de 0,2 mg L' de Cd total como pardmetro
para lancamento de efluentes em corpos hidricos. No caso de dguas subterraneas, a Norma
CONAMA 420/09 estabelece a concentragio maxima permitida de 5 pg L™ de Cd. Por fim,
as Portarias do Ministério da Saiade 518/04 e 2914/11 regulamentam o padrdo de
potabilidade da 4gua para consumo humano, delimitando a concentragdo maxima de 0,005

mg L' de Cd.

Segundo Alcantara et al. (2004), em relacdo a detec¢do ambiental (tabela 3), a
contaminagio de Cd no ambiente geralmente ocorre a concentragdes menores que 5 ug L.
No entanto, Wasana et al., (2016) avaliaram a agua potavel no Sri Lanka, encontrando
concentragdes de 0,296-0,700 ug L. Xu et al. (2017) encontraram concentragdes de 0,08-
6,28 ng L' de Cd em amostras correspondentes a nove rios da bacia de Laizhou, na China.
Demir ef al. (2015) analisaram amostras de dgua potavel na cidade de Tunceli (Turquia),
encontrando a concentragio de 0,5-2,0 ug L' de Cd. No Brasil, Lattuada et al. (2009)
realizaram um estudo com amostras de agua e sedimentos do rio Mae Luzia (Criciiima, Santa
Catarina), no qual foram detectados 1,03-0,16 mg L™!, configurando-se como acima do
considerado normal para aguas correntes (3.0-.4.0 x 107> mg L™!). Alcantara et al. (2004)
identificaram a presenga desse contaminante em mostras de agua dos rios Tieté (14 ug L),
Paranapanema (9 pug L) e Parana (5 ug L), Sdo Paulo, Brasil. Além da contaminagio
ambiental identificada por meio de campanhas de monitoramento, o Brasil
também apresenta casos de acidentes ambientais envolvendo Cd, como o do rompimento
do dique de contencdo da Ingd Mercantil, com as fortes chuvas do més de fevereiro
de 1996, contaminando a Baia de Sepetiba, Rio de Janeiro (LINDOLFO, 2015), e o
caso de Santo Amaro, Bahia, no qual residuos de produ¢ao de uma mineradora (fechada
em 1993) eram descartados de forma inadequada, contaminando os ecossistemas da
regido e a populacdo local (MAGNA et al., 2014). Além disso, cabe ressaltar-se que
na regido sul do Brasil, ha minas em operacdo sem plantas de tratamento de efluentes
e que, na mesma regido, ha mais de mil minas abandonadas, podendo operar
agravos ambientais relacionados a drenagem 4cida das minas, em conjunto com

efluentes domésticos e a descarga agricola, provocando o aumento dos niveis de
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toxicidade dos rios da regido, causando danos aos ecossistemas aquaticos (LATTUADA

et al., 2009).

Tabela 3 - Dados de detec¢ao ambiental de cadmio

Substancia Concentracao Matriz Autor Ano Localidade
0,296-0,7 ug L* Agua potéavel Wasana et al. 2016 Sri Lanka
0,5-2 ug L* Agua potavel Demir et al. 2015 Tunceli, Turquia
0,08-6,28 g L* Aguas fluviais Xu et al. 2017 Laizhou, China
Céadmio 50 pug Lt Aguas fluviais  Alcantaraetal. 2002 Rio Parar;?l, SP, Bra-
9,0 ug L? Aguas fluviais Alcantaraetal. 2003 Rio F)Sagfagirzzﬂema,
14,0 yg L Aguas fluviais Alcantaraetal. 2004 Rio Tieté, SP, Brasil

Santa Catarina, Bra-

1,03-1,16 mg L™! Aguas fluviais Lattuada et al. 2009 sil

2.5.  ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS COM Danio rerio

Uma vez que analises fisico-quimicas tradicionais ndo seriam capazes de distinguir
entre substdncias que podem afetar os sistemas bioldgicos e substancias inertes, fica
evidenciada a importancia das avaliaces do risco potencial de substancias por meio de testes
de toxicidade (COSTA et al., 2008). Os testes de toxicidade relacionados ao meio ambiente
estdo englobados pelos estudos da toxicologia ambiental. Dentre as subareas da toxicologia
ambiental, pode-se destacar a ecotoxicologia aquatica, que objetiva avaliar a toxicidade de
substancias sobre organismos representativos do ecossistema aquatico (COSTA et al.,
2008). lgansi (2012) indica que peixes sdo considerados excelentes bioindicadores de
toxicidade aquatica. Dentre os organismos utilizados nos testes de toxicidade, o Zebrafish
(Danio rerio), um peixe teledsteo de agua doce da familia Cyprindae, tem emergido como
modelo de vertebrados preeminente e considerado um organismo modelo consolidado em
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estudos farmacéuticos, terapéuticos, comportamentais, mutagénicos e toxicologicos
(BENDER, 2011; IGANSI, 2012; LAWRENCE, 2007).

O Danio rerio, apresenta homologia genética de 70-80% com roedores e humanos,
além de cérebro anatémico e funcionalmente semelhante ao de mamiferos (BENDER, 2011;
IGANSI, 2012). Seibit (2008) explica que ja foram observados muitos tipos de neoplasias
no Danio rerio, estas, semelhantes genética e histologicamente as observadas em humanos.
Além disso, seu uso como modelo para pesquisa é baseado em caracteristicas como baixo
custo de criacdo e manutencao, rapido desenvolvimento e ciclo biologico, facil manipulacéo,
pequeno tamanho (requer pouco espago para manutencdo), comportamento facilmente
observado em ambientes controlados, répido metabolismo, capacidade de absorver
compostos adicionados a agua (dispensa necessidade de tratamentos invasivos) e
sensibilidade para drogas (BENDER, 2011; SEIBT, 2009). Além disso, semelhante ao visto
em humanos, o peixe Danio rerio apresenta mecanismos de defesa antioxidante, que visam
neutralizar efeitos oxidativos de espécies reativas de oxigénio (EROS), geradas por agentes
xenobidticos, como contaminantes ambientais (ARMILIATO, 2014). Massarsky et al.
(2016) explicam que as semelhancas entre sistemas antioxidantes de defesa em peixes e
mamiferos traduzem a importancia no uso de modelos de peixes para compreensdo do

estresse oxidativo em estudos de toxicidade de poluentes.

2.6. ESTRESSE OXIDATIVO E ESPECIES REATIVAS

Espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados em sua
oOrbita mais externa sdo denominadas radicais livres (RIBEIRO et al., 2005). Esses radicais
podem gerar espécies reativas, uma vez que possuem alta instabilidade energética e cinética
(BARBOSA, 2010). Se centrados no oxigénio, radicais livres podem gerar espécies reativas
de oxigénio (EROs), que sdo encontradas naturalmente nos organismos aerdbios,
apresentando fungdes bioldgicas como participacdo na fagocitose e na eliminacéo de agentes
agressores do organismo. No entanto, as EROs também podem estar associadas & exposi¢do
a fatores exdgenos como ozbnio, radiagbes gama e ultravioleta, dieta, tabagismo,
medicamentos e outros xenobioticos (VASCONCELOS et al., 2007; BARBOSA, 2010;).

34



Cabe ressaltar que EROs incluem, tanto espécies radicais livres, quanto espécies nao
radicalares (como o perdéxido de hidrogénio), sendo consideradas muito reativas por sua
instabilidade, mesmo néo possuindo elétrons desemparelhados (CARBALLAL et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2005).

Em relagdo as principais espécies reativas de oxigénio (quadro 1), o radical
hidroxila *OH € considerado de maior potencial reativo no meio bioldgico, tendendo reagir
nas proximidades do sitio onde foi gerado, podendo resultar em reacGes inespecificas com
todos os tipos de moléculas bioldgicas, acarretando, por exemplo, na inativacdo ou mutacéo
do DNA e retirada de dtomos de hidrogénio de grupos metileno de &cidos graxos poli-
insaturados, dando inicio a peroxidacao lipidica (BARBOSA et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2005). A espécie reativa oxigénio molecular singleto 'O, é considerada a segunda mais
reativa e pode difundir-se a distancias significativas a partir de seu sitio de producao, estando
associada a reagdes com aminoéacidos, tiois, acidos nucléicos, carboidratos, proteinas e
membranas lipidicas (BARBOSA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2005). O anion superdxido
O°* é tido como moderadamente reativo e considerado instavel, uma vez que possui nimero
impar de elétrons (13) em sua Ultima camada eletronica (BARBOSA et al., 2014). Dessa
forma, quando protonado, o superédxido forma o radical peroxila HO.®, uma espécie reativa
de oxigénio considerada mais reativa que o proprio superdxido. A espécie reativa perdxido
de hidrogénio (H20.) é considerada mais estavel que o radical hidroxila e moderadamente
reativa, apresentando pequeno tamanho, que Ihe permite permear membranas celulares e
assim possibilitar reagdes em alvos mais distantes, atuando como mensageira da condicao
de estresse (BARBOSA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2005). Cotinguiba et al. (2013) e
Barbosa et al. (2014) acrescentam que o H2O- ndo é considerado um radical livre verdadeiro
(ndo apresenta elétrons desemparelhados na Gltima camada), no entanto, apresenta acao
deletéria baseada em sua participacao na reacdo formadora da radical hidroxila (considerada
a ERO mais reativa), o peroxido de hidrogénio é capaz de inativar enzimas pela oxidacao de
seus grupos tiol e induzir danos as moléculas de DNA. Outros exemplos de EROs seriam 0
radical alquila, radical peroxil, hidroperoxido de hidrogénio e carbonila excitada
(COTINGUIBA et al., 2013).
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Quadro 1 - Caracterizacdo das principais espécies reativas de oxigénio.

Espécie Reativa Tempo de meia-vida Observacdes de destaque

Velocidade de decomposicdo  Formagdo: a partir da reducdo
Radical Superdxido enzimatica de aprox. 5 x 10°  parcial de oxigénio molecular por 1
M-sectapH 7,0. elétron.

Formacdo: a partir da reducgdo
Perdxido de hidrogénio Decomposicdo enzimatica  parcial de oxigénio molecular por 2
elétrons.

Formacdo: a partir da reducgdo
parcial de oxigénio molecular por 3

. . . 9

Radical hidroxil 107 segundos elétrons em reacOes de Fenton e Ha-
ber-Weis, catalisada por metais.

Radical alcoxil 10° segundos Rad o al ~organico  centrado  no
oxigénio.

Radical peroxil 7 segundos Formagdo: a partir de hidroperoxi-

dos organicos.

Corresponde ao primeiro estado ex-
citado do oxigénio molecular.

Oxigénio molecular

-5
Simpleto (*A02) 10" segundos

O estresse oxidativo causado pelas EROs a componentes celulares depende da
caracterizacdo do tipo de radical e das moléculas atingidas, podendo acarretar efeitos
deletérios a componentes celulares, proteinas, acidos nucléicos, carboidratos e peroxidacao
lipidica (VASCONCELOS et al, 2007; ARMILIATO, 2014; FERREIRA, 2010;
MASSARSKY et al., 2017; VASCONCELOQOS et al., 2007; COTINGUIBA et al., 2013).
Segundo Halliwell e Gutteridge, (2007), os principais efeitos (figura 2) do estresse oxidativo
sdo a proliferacdo celular, com o aumento da taxa de divisdo celular; a adaptacéo, entendida
como aumento da atividade de sistemas de defesa celular, identificada no aumento dos niveis
dos indicadores glutationa, superdxido dismutase e catalase; o dano celular, entendido como
danos (reparaveis ou irreparaveis) a lipideos, DNA, proteinas e carboidratos; a senescéncia,
associada a debilidade do sistema de divisdo celular; e a morte celular, por necrose ou

apoptose, a partir de danos oxidativos a componentes celulares.
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Ativacdo da cadeia de caspases por oxidacdo seus sitios ativos Sobrevivéncia de células
(grupos SH) extremamente danificadas ou
Qo morte celular por necrose
=T & . . - .
5 3 T Intenso estresse oxidativo com liberagdo de metais de
2
g 5 transigdo e outras toxinas.
E Elevado dano Dano mitocondrial ou no DNA, frequentemente
S
= oxidativo desencadeando a apoptose.
= «—
Falha na defesa
T Estresse oxidativo celular
Dano oxidativo
mitocondrial Possibilidade de ocorrer cessagdao da divisdo
__‘EE; ou excesso de celular ou desencadeamento da apoptose.
% dano no DNA
o
] 3 3
E T Estresse Ode'dUVO
2
'fg Liberagdao de metais de transi¢do que podem Ativagdo de fatores de
Aumento do i - e transicdo:
< dano oxidativo participar em processos de formagdo de radicais > ransi¢ao;
livres e no dano a DNA por meio do radical OH. Resposta adaptativa;
Aumento nos niveis dos
T Estresse oxidativo sistemas de defesa (ferritina,
— lif - ul chaperonas, antoxidantes);
o SO0 o8 PrellicEm Ao celnar Pausa na divisao celular para
2
E=1 AT 5 P
E T Leve estresse oxidativo reparo do dano ao DNA.
< -8 i . .
E S Ambientes celulares reduzidos (altas condi¢des de
£3 Célula GSH, acido ascorbico);
(5 . . o . . ‘
o= em descanso Alguns microambientes mais oxidativos (reticulo
endoplasmaticos ¢ lisossomos).
P

Figura 2 - Esquema geral de respostas celulares conforme aumento do estresse oxidativo
(adaptado de HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O estresse oxidativo operado na forma de peroxidacdo lipidica estd associado a
reacdo de um radical livre (geralmente a ERO *OH) com um &cido graxo poliinsaturado,
sendo compreendido nas etapas de iniciacdo, propagacao e terminacdo (COTINGUIBA et
al. 2013; VASCONCELOS et al., 2007). Na etapa de iniciacdo, ocorre 0 ataque de uma
molécula reativa (como ERO, metais, ou outros radicais livres) a um grupo metileno de um
acido graxo poliinsaturado, abstraindo um &tomo de hidrogénio e formando um radical de
carbono (VASCONCELOS et al., 2007). Esse radical sofre rearranjo molecular para formar
um dileno conjugado, que pode reagir com moléculas de oxigénio, formando a ERO radical
peroxil (ROQO*®). Na etapa de propagacdo ocorre a formacao do peroxido lipidico (ROOH),
por meio da capacidade do radical peroxil de abstrair atomos de hidrogénio de outros grupos
metilenos de cadeias adjacentes, acarretando novos rearranjos moleculares e formacdo de
dilenos conjugados, podendo ocorrer novas reagcdes com moléculas de oxigénio e formacao
de novos radicais peroxil, gerando uma reacdo oxidativa em cadeia (figura 3)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O peroxido lipidico formado é geralmente estavel
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sob temperatura fisioldgica, no entanto, pode iniciar um novo tipo de reacdo em cadeia
quando em presenca de ions metélicos, pela quebra da ligagdo O-O, formando o radical
alcoxil (ROH®) conforme a reacdo 1. Por sua vez, os radicais alcoxilas podem abstrair
atomos de hidrogénio de peroxidos e de grupos metilenos de acidos graxos poliinsaturados,
continuando as reacdes em cadeia (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Esse processo
ciclico pode ser neutralizado/terminado pelo consumo dos reagentes, formacao de produtos
ndo radicalares e pela acdo de agentes antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Os produtos finais do processo de peroxidacdo lipidica sdo classificados em primarios
(hidroperoxidos lipidicos) ¢ secundarios, que derivam da B~ ruptura dos hidroperéxidos
lipidicos, como o malondialdeido (MDA) (VASCONCELOS et al., 2007). O MDA vem
sendo considerado um candidato potencial como um biomarcador geral desse tipo de dano
oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007; COTINGUIBA et al. 2013).

ROOH + Fe** - Fe3* + OH™ + ROH® (1)
e} H
= Peréxido Abstraga@o de hidrogénio 8
e s 3. de cadeias de acidos N ™ V" \
5 lipidico (ROOH) graxos adjacentes + Hy
7
oy ) e
g Radical Captagéo W
2 peroxil (ROQ) de oxigénio
+ 0, g
7
& /
s Formacao de /\_/=\ﬁ
< . . —
& dieno conjugado
//

o Ocorréncia Abstach
= " stracao — — —
s de rearranjo de hidrogénio
e molecular - H,

f

7
- . /
o Acido graxo S S —
= poliinsaturado

Figura 3 - Esquema geral das etapas do processo de peroxidacdo lipidica

(adaptado de MOSIALOU, 1993).

38



Segundo Barbosa (2010), a cronicidade do processo de estresse oxidativo vem
sendo relacionada com a etiopatogenia de enfermidades crénicas como ateroscleroses,
diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer. O estresse oxidativo, portanto,
decorre de um desequilibrio entre condic¢Bes oxidantes e antioxidantes no organismo (figura
4), em favor das oxidantes e/ou em detrimento da velocidade de remogéo operada pelos
componentes antioxidantes (BARBOSA, 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

Fontes Endégenas de . . Defesa antioxidante
Espécies Reativas (ER) Espegles Reatlvas eficiente e/ou controle
E> de Oxigénio (ERO) E>

na produgio de

Mitocondias, Peroxissomas, Espécies Reativas

Lipoxigenases, Citocromo

P450, Citocinas inflamatoérias Espécies Reativas @
de Nitrogénio (ERN) Homeostase - crescimento
Fontes Exégenas de e metabolismo normais
Espécies Reativas (ER) [
. - Derivados de
Raios UV, Radiagao Enxofre (ERS
lonizante, Quimioterapicos, nxofre )
Xenobidticos. Defesa antioxidante
: ineficiente e/ou
Derivados de descontrole na producio
Defesa Antioxidante Cloro (ERCI) de Espécies Reativas
Sistema Enzimatico @

Superoxido dismutase,
Catalase, Glutationa
Peroxidase.

Derivados de I Estresse Oxidativo

Carbono (ERC) @

Dano Celular

Sistema nao Enzimatico
Glutationa, Carotenoides, Metais de
Tocofenois, Vitamina C, Transi¢do [M "] @ @

Flavonoides, entre outros. | Doenga | | Envelhecimemo|

Dano a Proteinas e Lipideos

Figura 4 - Fontes enddgenas e exdgenas e respostas celulares as espécies reativas (ER) de
Oxigénio (ERO), de Nitrogénio (ERN), derivados de Enxofre (ERS), de Cloro (ERCI), de
carbono (ERC) e metais de transicdo [Mn*] (adaptado de VASCONCELOS et al., 2007).
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2.7. SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

As condicGes antioxidantes correspondem a sistemas de protecdo dos organismos
contra o0 processo de estresse oxidativo, visando manter o estado redox celular, seja
atrasando, removendo ou prevenindo o dano, por meio de mecanismos antioxidantes
divididos em primarios e secundarios (modo de a¢do) e em enziméticos e ndo enzimaticos
(COTINGUIBA et al., 2013). Antioxidantes primarios atuam formando complexos lipidio-
oxidante, ou convertendo radicais livres em produtos mais estaveis (antioxidantes doam
elétrons ou hidrogénio a radicais livres). Ja antioxidantes secundarios atuam no sequestro de
oxigénio, decomposic¢do de hidroperoxidos e complexacdo de metais, gerando espécies ndo
radicais ou desativacdo de espécies reativas (COTINGUIBA et al., 2013). O sistema
antioxidante ndo enzimatico, € composto por produtos produzidos no organismo, como
pigmentos biliares, urato, proteinas de transporte de metais (como a metalotioneina) e o
tripeptideo glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular; e também pode
ser composto por produtos advindos da digestdo, como as vitaminas C, E e A (todos atuando
como captadores de radicais) (COTINGUIBA et al., 2013; VASCONCELOS et al. 2007;
DAMASCENO, 2016). Quanto ao sistema antioxidante enzimatico, € composto
principalmente pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST)
(COTINGUIBA et al., 2013). O sistema enzimatico é subdividido em enzimas de
biotransformacao de fase | e fase Il. Enzimas de fase | atuam na conversdo de substancias
em metabolitos reativos, favorecendo sua eliminagéo por meio de conjugacdo com enzimas
de fase Il. As enzimas de fase Il atuam, portanto, na eliminacéo dos produtos gerados na fase
I, tornando estes produtos mais hidrofilicos e, logo, facilitando sua excrecdo (LEME et al.,
2010). Segundo Barbosa (2010), esses compostos antioxidantes vém sendo utilizados como

biomarcadores do estresse oxidativo.

40



2.8. BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Segundo relatorio publicado pelas agéncias World Health Organization e
International Programme on Chemical Safety (2001), biomarcador é o “nome conferido a
uma substancia ou seu derivado, processo ou estrutura, que pode ser medida no organismo,
permitindo predizer ou influenciar a incidéncia de um acontecimento ou doenga”, por meio
da interacdo entre o sistema biol6gico e um ou mais contaminantes. Biomarcadores podem
ser compreendidos em trés subgrupos: biomarcadores de susceptibilidade, de efeito e de
exposicdo. Biomarcadores de efeito, de modo geral, ndo sdo especificos quanto aos
estressores e sdo caracterizados pela inducdo de mecanismos de defesa celular. Ja
biomarcadores de exposicdo estdo relacionados com a estimativa da dose interna ou
biodisponibilidade de contaminantes ou seus bioprodutos, apresentando indicadores de
estresse generalizado ou especifico de exposicdo ao contaminante (como o exemplo da
inducdo de metalotioneina sob exposicdo a metais) (RODRIGUES, 2007). Segundo
Cotinguiba et al. (2013), biomarcadores podem ser avaliados e medidos, como indicadores
de processos bioldgicos normais ou patogénicos, ou de resposta farmacologica a
intervencgdes terapéuticas, podendo apontar alteracfes relacionadas a exposi¢do ou aos
efeitos de xenobidticos. Dessa forma, o uso de biomarcadores vem sendo aplicado como
ferramenta para deteccdo prévia de efeitos adversos de poluentes em organismos
(RODRIGUES, 2007). Biomarcadores enzimaticos de estresse oxidativo, como a enzima
superdxido dismutase (catalisadora da dismutacdo do anion radical superdxido a perdéxido
de hidrogénio e O>), a catalase (que atua na decomposicao de perdxido de hidrogénio a Oz e
agua) e a glutationa peroxidase (que atua sobre peroxidos em geral, com utilizacdo de
glutationa como co-fator), vém sendo utilizados como forma de monitoramento de
ambientes aquaticos (COGO et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2007). Além disso, Cogo
et al. (2009) ressaltam que a exposicao a metais acarreta 0 aumento das EROs perdxido de
hidrogénio, radical superoxido e radical hidroxil, podendo ocasionar o aumento dos
biomarcadores enzimaticos de estresse oxidativo, como superoxido dismutase, catalase e

glutationa-s-transferase.
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2.8.1. ENZIMA CATALASE

A enzima catalase (CAT), componente de defesa antioxidante primario, apresenta
elevada atividade quando o organismo se encontra sob estresse oxidativo, sendo considerada
por este motivo um importante biomarcador em agfes de monitoramento (COGO et al.,
2009). Dessa forma, ressalta-se que enzima CAT relaciona-se com 0s niveis da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD), uma vez que esta atua eliminando radicais
superdxido, gerando perdxido de hidrogénio, que, por sua vez, &€ decomposto pela acdo da
enzima CAT (juntamente com a glutationa peroxidase - GPx), segundo a reagdo 2
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; YAN et al., 2015a). Além disso, a catalase atua na
oxidacdo de compostos hidrogenados, como metanol, etanol, acido férmico e fendis, com o
consumo de peréxido (COGO et al., 2009). Um dos modos mais comuns para estudo de sua
atividade, baseia-se na geracdo do oxigénio na reacdo e medida do decaimento na
concentracdo de peroxido de hidrogénio, realizada por espectrofotometria no ultravioleta a
240 nm (VASCONCELOS et al., 2007).

catalase

2H202 — 2H20 + 02 (2)

2.8.2. ENZIMA GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

A enzima glutationa-S-transferase (GST) esta envolvida na correcdo dos efeitos
deletérios de compostos xenobidticos (como poluentes ambientais), atuando por meio da
catalisacdo da conjugacdo de GSH com compostos enddgenos ou exdgenos poluentes,
tornando-o0s menos toxicos, mais hidrofilicos, logo, mais facilmente excretados (COGO et
al., 2009). Segundo Yan et al., (2015a), a GST pode atuar na inibi¢do da peroxidacgéo lipidica
e indiretamente na inducgéo do reparo de DNA. Dessa forma, a glutationa-S-transferase vem
sendo utilizada como biomarcador, por apresentar inibi¢éo de sua atividade relacionada com
a desestabilizagdo da membrana lisossémica (causada pela exposicdo a metais ou a radicais
livres) (COGO et al., 2009).
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2.8.3. TIOL GLUTATIONA REDUZIDA

A glutationa é um tripeptideo que se apresenta na forma oxidada (GSSG) e na forma
reduzida de tiol (GSH), a qual é considerada o unico tiol ndo protéico em espécies aerobias
(COGOetal., 2009; VASCONCELOS et al., 2007). A glutationa reduzida atua sequestrando
radicais na homeostase tiolica, na manutencdo do balanco redox celular, dessa forma,
beneficiando a desintoxicagdo intracelular de xenobioticos e de EROs, protegendo células
contra danos oxidativos (COTINGUIBA et al., 2013; REISCHL et al., 2007;
VASCONCELOS et al., 2007). O mecanismo de acdo da glutationa é operado na redugédo
do peroxido de hidrogénio e de hidropeptideos organicos, no qual a glutationa reduzida age
como co-substrato da glutationa peroxidase (GPx), resultando em agua e em glutationa
oxidada conforme a reacdo 3 (COTINGUIBA et al., 2013). Além disso, o tiol GSH pode
atuar na protecdo celular por meio de mecanismos de conjugacdo com espécies reativas
(como o metal Cd), visando torna-las mais hidrofilicas e, assim, mais facilmente excretaveis
(YAN et al., 2015a; RANA; VERMA, 1996). A manutencdo do ambiente redutor
intracelular é garantida pela razdo entre glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG), a qual
é mantida em niveis altos pela acdo da enzima glutationa redutase (GR), reduzindo a
glutationa oxidada a glutationa reduzida, com gasto de NADPH, evitando a diminuic&o dos
niveis de glutationa reduzida e mantendo o estado redox no interior da célula (COGO et al.,
2009; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SIES; MOSS, 1978; VASCONCELOS et al.,
2007).

GP
2GSH + Hy0, — 2H,0 + GSSG (3)
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2.8.4. PROTEINA METALOTIONEINA

A metalotioneina (MT) é uma proteina citosolica com a funcéo de transportar
metais essenciais e de desintoxicacao celular por meio de sua afinidade com metais traco
ndo essenciais (como o Cd). A inducdo de metalotioneinas representa o primeiro sistema de
defesa da célula contra a presenca de metais como Zn?*, Hg?* Cu?* e Cd?*, que se atraem
pelos grupamentos sulfidricos da MT (DAMASCENO, 2016; RODRIGUES, 2007).
Segundo Wu et al. (2007), o Cd induz a sintese de MT no figado, a qual, portanto, serviria
como biomarcador de cadmio enquanto contaminante xenobidtico, corroborando com lgansi
(2012), que apontam que estudos demonstraram que peixes passam a expressar a proteina
metalotioneina em resposta a contaminacdo com metais. Dessa forma, a MT vem sendo
proposta como biomarcador da exposicdo por metais, conforme estudos com uso de
organismos biondicadores, como moluscos, crustaceos e peixes. Além da atuacdo da
detoxificacdo de metais, as metalotioneinas vém sendo relacionadas com a protecdo de
células contra EROs e drogas anti-cancer eletrofilicas (DAMASCENO, 2016;
RODRIGUES, 2007).
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2.9. ASPECTOS GERAIS

Sabendo-se que os contaminantes estudados apresentam dados de detec¢ao no
territorio nacional, bem como ocorréncia de acidentes ambientais e casos de ma gestao de
empreendimentos potencialmente poluidores (relacionados ao cadmio), ressalta-se a
possibilidade de efeitos de interacdo destes contaminantes nos ambientes naturais aquaticos
brasileiros. Interagdes essas, sobretudo por meio de aportes de aguas residuais/carreamentos
superficiais advindos de cidades e areas rurais conectadas por rios préximos a atividades de

extragdo e de beneficiamento de zinco associado ao cadmio, como ocorre no estado de Minas

Gerais?>** (LINDOLFO, 2015; MAGNA et al., 2014; LATTUADA et al., 2009).

Todos esses fatores apontam para a importancia da avaliagdo ecotoxicologica dos
possiveis efeitos sinérgicos e antagonicos destes contaminantes na biota aquaética,
impactando nos ecossistemas e na saude publica. Assim, ressalta-se a importancia da
avaliagdo desses efeitos potenciais toxicos, por meio de técnicas que detectem danos
subletais provocados por contaminantes a concentragdes ambientais relevantes. Dessa
forma, neste trabalho serdo utilizadas técnicas de determinagdo da concentragao (ou
atividade) de diferentes biomarcadores de estresse oxidativo em um organismo modelo

aquatico exposto laboratorialmente aos contaminantes de estudo.

2 0 cadmio é comumente associado ao minério/beneficiamento de zinco. Ressalta-se gue a produtora

Votorantim Metais Zinco S/A dispde de duas minas de extracdo de zinco, nas cidades de Vazante (antiga Cia.
Mineira de Metais) e Paracatu, ambas no estado de Minas Gerais. A Votorantim também dispGe de duas usinas

metalUrgicas, Trés Marias e Juiz de Fora, também situadas em minas Gerais (GOUVEA, 2008).

3 No ano de 2008 foi divulgada a ordem de paralisa¢do imediata das atividades da mina de Vazante, em

nota na pagina do Ministério Publico Federal, sob acusacdo de aporte de agua contaminada no rio Santa
Catarina, apresentando elevados indices de turbidez devido a presenca de chumbo, ferro, aluminio, manganés,
arsénio, zinco e cadmio acima dos parametros permitidos. Na ocasido, a contaminagao atingiu também o lencol

freatico e comprometeu o abastecimento de 4gua da cidade (pmrg.mpf.mp.br, 2008).

4 A cidade de Vazante-MG possui cerca de 20500 habitantes, apresenta como atividades econdmicas

principais, além da mineracdo, as culturas de feijdo, soja, arroz e milho, contando também com a producéo de
gado de corte e leite (adaptado de portal IBGE, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar efeitos subletais relacionados ao estresse oxidativo das substancias

carbamazepina, acetamiprida e cddmio em peixes Danio rerio;

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [Estudar os efeitos subletais das trés substancias separadamente ¢ em sistemas de

mistura para verificar possiveis efeitos sinérgicos ou antagonicos;

e Avaliar atividade de enzimas bioindicadoras de estresse oxidativo catalase (CAT) e

glutationa-S-transferase (GST) no cérebro e figado dos peixes expostos;

e Avaliar os niveis dos bioindicadores ndo enzimaticos de estresse oxidativo
metalotioneina (MT) e glutationa reduzida (GSH) no cérebro e figado dos peixes

expostos;

e Avaliar niveis de peroxidagdo lipidica por meio do biomarcador malondialdeido

(MDA) no cérebro e figado dos peixes expostos.
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4. METODOLOGIA

4.1. COMPOSTOS QUIMICOS TESTADOS

Acetamiprida (CioH11CiN4): disponivel em p6 (cristalizado), obtido a partir de
Sigma-Aldrich (Brasil) em frasco contendo 100 mg a 99 % de pureza. Carbamazepina
(C15H12N20): disponivel em pé (encapsulado em drageas), mantido a temperatura ambiente,
obtido a partir de estabelecimento comercial farmacéutico em frasco contendo 90 drageas
de 400 mg. Cadmio (Cd): Concentragio de 1000 mg L!, dissolvido em 4gua deionizada,
com adigdo de 2 % de HNOs;, mantido sob refrigeracdo ¢ obtido a partir de Merck
(Alemanha). As dilui¢des das solugdes de trabalho foram preparadas com dgua proveniente
do aquario de manuten¢do de peixes, com o objetivo de serem mantidos os pardmetros

da agua.

4.2.  ORGANISMO TESTE

Os procedimentos laboratoriais com peixes estdo amparados pelo protocolo de
aprovagdo da Comissio de Etica no Uso de Animais da Fiocruz, sob a numeragdo CEUA P-

14/2017-5 (anexo I).

Peixes adultos da espécie Danio rerio (aproximadamente 2 cm de comprimento),
criados sem administragdo medicamentosa, obtidos a partir da piscicultura Terra dos Peixes,
foram mantidos e aclimatados por uma semana em aquarios de manutencao (100*40*40 cm)
com agua da rede publica de abastecimento, desclorada a evaporagdo natural, verificada
quanto os niveis de cloro total (Cl, < 0,1 mg L') com colorimetro
Pocket I1 (Hach Company, EUA). Além disso, os demais parametros utilizados foram pH 7-
7,6, temperatura de 23-27 °C, dureza da agua em 10-60 mg CaCOs L', alimentacio pelo
menos duas vezes ao dia, aera¢do constante, e fotoperiodo de 12-16 horas por dia (adaptado

de ABNT NBR 15088/16).
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4.3. CONDICOES EXPERIMENTAIS

4.3.1. ESTABELECIMENTO DO MODELO - CONTROLES NEGATIVOS

Os ensaios foram executados em duas etapas. A primeira etapa ocorreu apds uma
semana de aclimatagdo dos organismos em aquario de manutencdo. Os peixes foram
transferidos para aquarios de “exposicao” (49,5*30*24,5 cm) e mantidos nos mesmos, por
96 horas, nas condi¢des citadas anteriormente (item 4.2), para realizacdo dos testes de
controles negativos. Dois tipos de controle negativo foram testados. O controle sem
alimentagdo dos organismos por 96 h, conforme procedimento adotado pela ABNT
15088/16, e o controle com alimentacdo dos organismos, duas vezes ao dia durante as 96

horas de teste.

Os testes-controle sem alimenta¢do e com alimenta¢do foram realizados com 6
replicatas (seis pools de trinta peixes). Ambos os testes realizados observaram a densidade
méxima de 0,54 g L' (gramas de peixe:Litros de agua), considerada conservadora em
relagio a densidade limite de 1 g L!, estabelecido pela norma ABNT supracitada. A
comparagdo entre os dois tipos de controle nesta primeira etapa teve como objetivo avaliar
os possiveis efeitos da falta de alimentacdo nos niveis de estresse oxidativo dos individuos,
uma vez que, diferentemente do que € estabelecido pela norma, o presente trabalho se

concentra em efeitos subletais de exposicao.

4.3.2. EXPOSICAO AOS CONTAMINANTES

A segunda etapa, semelhante a primeira, consistiu na exposi¢ao
aos contaminantes (acetamiprida, carbamazepina e Cd) sob os mesmos parametros
do controle sem alimentagdo, tamanho de aquério de exposi¢do e tempo de exposicao.
Todos os ensaios de exposi¢ao foram realizados em quadruplicata, isto ¢é, cada
exposi¢do contou com quatro aquarios de exposi¢do, resultando em quatro pools
de cinquenta peixes por exposicdo, sob a densidade de 0,83 g L! (gramas de peixe:Litros

de 4gua).
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As exposicdoes foram ministradas em sistemas unitdrios e em misturas de
contaminantes, conforme concentra¢io ambientalmente relevante, definida em 25 ug L}, a
partir do observado por Ribeiro ef al. (2013) em estudo com amostras de dguas fluviais com
contaminag¢ao mista, coletadas na nascente de rio associado a areas rurais. Dessa forma, foi
estabelecido o total de sete grupos experimentais de exposi¢ao aos contaminantes, de acordo

com o quadro 2.

Quadro 2 - Esquema de exposigdes dos peixes aos contaminantes de estudo.

Tio Identificagdo da Substancia Concentracdes Tempo de Densidade de peixes por
P exposicéo (ug LY exposicéo (horas) Litros de agua (g L)
1 Carbamazepina 25,00 96 0,83
Sistemas 2 Acetamiprida 25,00 9 0,83
Unitarios
3 Céadmio 25,00 96 0,83
Acetamiprida 25,00
4 96 0,83
Carbamazepina 25,00
Carbamazepina 25,00
5 96 0,83
) Cadmio 25,00
Sistemas
de Acetamiprida 25,00
Misturas 6 96 0,83
Cadmio 25,00
Acetamiprida 25,00
7 Carbamazepina 25,00 96 0,83
Cadmio 25,00

Observagdes: Utilizada 4gua desclorada naturalmente por evaporagio (C<0,1 mg L), a faixa de temperatura
de 23-27 °C, pH 7-7,6, dureza de 10-60 mg CaCO; L' e aeracdo constante da dgua. Os experimentos de
controles negativos foram realizados sob os pardmetros definidos acima, porém sem uso de contaminantes.

Os materiais e aquarios de exposi¢ao utilizados em cada ensaio foram lavados com
agua em abundancia e sabao de coco, com auxilio de gaze descartavel apos cada exposicao,

visando garantir a eliminagdo de residuos de contaminantes na superficie destes materiais.
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4.3.3. DETERMINACAO DE PARAMETROS DE QUALIDADADE
DA AGUA

A 4gua utilizada nos ensaios, tanto preliminar, quanto de exposi¢ao, foi monitorada
no inicio (primeiro dia) e ao final (ltimo dia) dos experimentos (ABNT 15088/16) para
verificacdo dos parametros de pH, oxigénio dissolvido e condutividade por meio de um
medidor multiparametros (Thermo Scientific Orion Versa Star - Massachusetts, EUA). Além
disso, a dureza da dgua foi monitorada (sob a mesma periodicidade dos demais pardmetros),

conforme método titulométrico (APHA/AWWA/WEEF, 2017), de acordo com a equacado 1:

(Va—-Vb) x 0,01 x 100000 x F

CaCO L'YH = 1
aC03(mg L) o €
Onde,

Va = Volume de EDTA (mL) gasto na amostra;

Vb = Volume de EDTA (mL) gasto no branco;

Vam = Volume de amostra (mL);

F = Fator de correcdo volumétrica de EDTA.

4.4. EUTANASIA E PREPARO DAS AMOSTRAS DE BIOMASSA

Apos o periodo de exposicao, foi realizada a eutandasia, por meio de decapitacao
seguida de inser¢do de agulha metalica na porcao cerebral (BORSKI & HODSON, 2003;
AVMA, 2013; CONCEA, 2015), seguida da disseccao dos peixes, recolhendo-se figado e
cérebro em respectivos microtubos de 2 mL. Dessa forma, cada microtubo compreendeu um
pool de peixes expostos a densidade de 0,83 g L' (gramas de peixe:Litros de 4gua) em um

aquario de exposicao. Os orgdos foram armazenados a -80 °C até o momento da analise.
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45. DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinagdo de proteinas totais, utilizada como fator de correcao (normalizagao)
das analises de biomarcadores enzimaticos e ndo enzimaticos de cada amostra, foi realizada
de acordo com adaptag¢do do método de Lowry modificado por Peterson (1977). A aplicagdo
do método foi compreendida pelas fases de extragdo e de quantificagdo nas amostras.
A fase de extragao consistiu na homogeneizacao da amostra em tampao fosfato de sédio 0,1
mol L' (a pH 6,5, contendo 0,25 mol L' de sacarose e 1 mmol L' de EDTA), seguida de
centrifugacao por 30 min a 11.000 x g (2 4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430R
(Hamburgo, Alemanha). Apos esse procedimento, na fase de quantificagdo, uma aliquota de
20 pL do sobrenadante foi misturada a 980 pL de 4gua ultrapura, seguida da adi¢cao de 400
uL de reativo A, compreendido em 12,5 mL 4gua ultrapura, 12,5 mL de NaOH 0,8 mol L™!,
12,5 mL de solugdo de SDS 10 % e 12,5 mL de solu¢ao CTC (1,25 g de carbonato de s6dio,
0,250 g de tartarato de sodio e potassio e 0,125 g de sulfato de cobre, avolumados para 12,5
mL com 4gua ultrapura). Na sequéncia, foram adicionados 200 pL de reativo B (solucdo 20
% de Follin ciocalteu fenol 2N) a mistura, seguindo-se a incubagdo por 30 minutos no escuro.
Por fim, a quantificagdo de proteinas totais foi realizada comparando-se os valores (de
absorbancia a 750 nm, em leitor de microplaca) da amostra com os de uma curva analitica
preparada com solugio de 2,0 mg mL! de BSA e 4gua ultrapura. A anélise foi realizada em
leitor de microplaca Asys Expert Plus (Cambridge, Inglaterra) e as concentragdes utilizadas
na curva analitica corresponderam a 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pg mL™! (solucio BSA 2 mg

mL':4gua deionizada). Resultados expressos em pg uL™! (proteina:lisado de tecido).
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4.6. BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.6.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE CATALASE

A determinagdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada a partir da
amostra de o6rgdo ap6s a dissecagdo, conforme o protocolo de Aebi (1984). A aplicacdo do
método foi compreendida pelas fases de extragdo e de quantificagdo do biomarcador nas
amostras. A fase de extragdo consistiu na homogeneizag¢ao da amostra em tampao fosfato de
s6dio 0,1 mol L! (a pH 6,5, contendo 0,25 mol L' de sacarose e 1 mmol L! de EDTA),
seguida de centrifugacdo por 30 min a 11.000 x g (a 4 °C) em centrifuga Eppendorf
Centrifuge 5430R (Hamburgo, Alemanha). Apds esse procedimento, na fase de
quantificagdo, uma aliquota de 205 pL do sobrenadante foi misturada a 1845 pL de 4gua
ultrapura. A determinagdo da cinética enzimatica da enzima catalase (CAT) foi realizada por
meio da quantificagdo do consumo de H>O (reacdo 4) a absorbancia de 240 nm (AAbs/min)
em espectrofotometro Jasco V 530 (Kyoto, Japao), durante 15 segundos, em duas cubetas de

quartzo, uma denominada como cubeta referéncia e outra como cubeta amostra.

CAT
2H,0, — 2H,0 + 0, 4)

As andlises foram procedidas com a adi¢ao de 250 pL de tampao fosfato e 500 pL
de amostra na cubeta de referéncia, seguindo-se a adi¢do de 250 pL de solu¢do de H>O>
(1:299 H201:4agua) e 2 mL de amostra na cubeta de amostra., respeitando-se a ordem descrita
dos reagentes, visando evitar a ocorréncia da reacao de degradagdo antes do inicio da leitura
no espectrofotdmetro. Resultados expressos na unidade internacional de atividade

enzimdtica (U) e em funcdo da quantidade de proteina (U CAT por g de Ptn).
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4.6.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

A determina¢ao da atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) foi
quantificada a partir da amostra de 6rgao apds a dissecagao, conforme o protocolo de Habig,
Pabst e Jacoby (1974). A aplicagdo do método foi compreendida pelas fases de extragdo e de
quantificagdo do biomarcador nas amostras. A fase de extracao consistiu na homogeneizagao
da amostra em tampao fosfato de sodio 0,1 mol L™ (a pH 6,5, contendo 0,25 mol L de
sacarose ¢ 1 mmol L' de EDTA), seguida de centrifugagdo por 30 min a 11.000 x g (a 4 °C)
em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430R (Hamburgo, Alemanha). Apos esse
procedimento, na fase de quantificacdo, uma aliquota de 75 pL do sobrenadante foi
misturada a 75 pL de dgua ultrapura. A atividade da enzima foi monitorada por meio da
formag¢do do composto GS-DNB (reagdo 5) a absorbancia de 340 nm (AAbs/min) em
espectrofotometro Jasco V 530 (Kyoto, Japao), durante 60 segundos, a partir da mistura de
25 pL de amostra, 675 pL de tampdo fosfato de potassio 0,1 mol L pH 6,5, 25 uL de GSH
50 mmol L1 e 25 uLL de CDNB 25 mmol L' em uma cubeta de quartzo.

GST
GSH + Amostra + CDNB — GS — DNB + H* + Cl~ (3)
Os célculos de atividade enzimatica foram baseados na equagdo 2, na qual foi

utilizada a unidade internacional de atividade enzimatica (U), que equivale a formacao de

1 pmol de GS-DNB/min. Resultados expressos em U GST por g de Ptn.

min Am__ minBr
9,6

( AAbs AAbs

AAbs/min ) x3mL

x Volume da cubeta (final) =

2

Onde,

U = AAbs/min x 0,3125 — (umol min™' na cubeta)
UmL=Ux 10

U/L=(UmL") x 1000

Volume de amostra = 0,1 mL
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4.6.3. AVALIACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA

O tiol glutationa reduzida (GSH) foi quantificado a partir da amostra de 6rgao apos
a dissecagdo, conforme o protocolo de Beutler, modificado por Wilhelm-Filho
e Torres (2005). A aplicacdo do método foi compreendida pelas fases de extracdo e de
quantificagdo do biomarcador nas amostras. A fase de extracao consistiu na homogeneizagao
da amostra em tampao fosfato de sodio 0,1 mol L™ (a pH 6,5, contendo 0,25 mol L de
sacarose ¢ 1 mmol L' de EDTA), seguida de centrifugagdo por 30 min a 11.000 x g (a 4 °C)
em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430R (Hamburgo, Alemanha). Apos esse
procedimento, na fase de quantificacdo, uma aliquota de 30 pL do sobrenadante foi
misturada a 320 puL de 4gua ultrapura, seguida da adicio de DTNB 0,25 mmol L' (DTNB:
tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L' pH 8), seguindo-se a incubagdo por 15 minutos no
escuro. Por fim, a quantificagdo de GSH foi realizada comparando-se os valores (de
absorbancia a 412 nm, em leitor de microplaca) da amostra com os de uma curva analitica
de solugdo estoque de 10 mmol L' de GSH (GSH:tampio fosfato de sédio 0,1 mol L! pH
7). A anélise foi realizada em leitor de microplaca Asys Expert Plus (Cambridge, Inglaterra)
e as concentragdes utilizadas na curva analitica corresponderam a 30, 60, 90, 120, 180, 240
e 300 umol L' (GSH:tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7). Resultados expressos em pmol de

GSH por grama de tecido, normalizados por grama de proteina (umol g! por g Ptn).

4.6.4. AVALIACAO DE METALOTIONEINA

A proteina MT foi quantificada a partir da amostra de 6rgao apds a dissecagao,
conforme adaptag¢do dos protocolos de Erk ef a/ (2002), Ellman (1959) e Kégi (1991). A
aplicagdo do método foi compreendida pelas fases de extracdo e de quantificacdo do
biomarcador nas amostras. A fase de extracdo consistiu na homogeneizagdao da amostra em
tampao (consistido de Tris 0,02 mol L™! pH 8,6, PMSF 1,5 uL mL! e B-mercaptoetanol 0,01
%), seguida de centrifugagdo por 60 min a 20.000 x g (2 4 °C), aquecimento do sobrenadante
a 70 °C por 10 min e nova centrifugagdo por 30 min a 20.000 x g (a 4 °C), em centrifuga
Eppendorf Centrifuge 5430R (Hamburgo, Alemanha) . Apds esse procedimento, na fase de
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quantificagdo, aliquotas de 50 pL do sobrenadante e de 50 uL de pontos de uma curva
analitica (preparada com solugdo de 10 mmol L' de GSH e 4gua ultrapura) foram
misturadas, respectivamente, a 50 puL de solu¢do de EDTA 4 mmol L! acidificada com HCI
(5:49,3 uL:mL). Na sequéncia, foram adicionados 1400 puL da mistura (1:1) de 2 mol L de
NaCL com DTNB 0,43 mM (DTNB:tampio fosfato de sédio 0,2 mol L™ pH 8), seguindo-
se a incubag¢do por 30 minutos no escuro. Por fim, a quantificacdo de MT foi realizada
comparando-se os valores (de absorbancia a 412 nm, em leitor de microplaca) da amostra
com os de uma curva analitica. A andlise foi realizada em leitor de microplaca Asys Expert
Plus (Cambridge, Inglaterra) e as concentragdes utilizadas na curva analitica corresponderam
a 60, 90, 120, 180, 240, 300, 500, 750, 1000 e 1500 umol L. Resultados expressos em pumol

de MT por grama de tecido, normalizados por grama de proteina (umol g! por g Ptn).

4.6.5. AVALTIACAO DE MALONDIALDEIDO - PEROXIDACAO LIPIDICA

O biomarcador MDA foi quantificado a partir da amostra de orgdo apos a
dissecacdo, conforme adapta¢do do protocolo especifico descrito pelo Kit TBARS Assay,
fornecido por Cayman Chemical Company (Michigan, EUA). A aplicagdo do método foi
compreendida pelas fases de extragdo e de quantificagdo do biomarcador nas amostras. A
fase de extragdo consistiu na homogeneizagdo de 25 mg de amostra em 250 pL de tampao
RIPA (compreendido em 0,5 mL de Triton x-100, 2,5 mL de solu¢do de
1 mol L' de Tris pH 7,5, 2,5 mL de solugio de NaCl 3 mol L™, 0,05 g de SDS e 0,5 g de
desoxicolato de so6dio), seguida de centrifugagdo por 10 min a 1600 x g (a 4 °C) em centrifuga
Eppendorf Centrifuge 5430R (Hamburgo, Alemanha). Apds esse procedimento, na fase de
quantifica¢do, uma aliquota de 30 uL do sobrenadante foi misturada a 120 pL de agua
ultrapura, seguida da adi¢do de 150 pL de acido tricloroacético 10 % (TCA) e de 1200 pL
de solucdo de acido tiobarbiturico 0,53 % (TBA) (constituida de de TBA diluido em solucao
1:1 de AcOH 20 % e NaOH 0,7 mol L!). A quantificacdo de MDA foi realizada comparando-
se os valores (em espectrofotdmetro) da amostra com os de uma curva analitica preparada
com solugdo de MDA 100 umol L' em 4gua ultrapura (total de 150 pL de solucdo), seguida
da adicao de 150 pL de TCA 10 % e de 1200 pL de solugcdo de TBA 0,53 %. Apos preparo

da amostra de da curva analitica, ambos mantidos por 1 hora em banho-maria Nova
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Instruments N1040 (Sao Paulo, Brasil) a 100 °C, seguido de banho de gelo por 10 min e
centrifugacdo por 10 min a 1600 x g (a 4 °C) em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430R
(Hamburgo, Alemanha). A analise foi realizada a 535 nm de absorbancia em
espectrofotometro Jasco V 530 (Kyoto, Japao) e as concentragdes utilizadas na curva
analitica corresponderam a 0,5, 1, 2, 4, 8, 10, 20, 30, 40 e 50 umol L' de MDA em 4gua.
Resultados expressos em umol L' de MDA, normalizados por grama de proteina (umol L™!

por g Ptn).

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software R versdo 3.4.2 e do
software GraphPad Prism 8. Os dados obtidos nas analises de biomarcadores foram
analisados apds a exclusdo de outliers pelo teste Rout. Ap6s esse procedimento, foi realizada
a andlise entre os dois ensaios controle por meio do teste Mann-Whitney (p <0,05).

Os grupos de dados foram analisados pelo teste Shapiro-Wilk de normalidade e
pelos testes de homogeneidade de variancia Brown-Forsythe e Bartlett, respectivamente. Em
seguida, foram realizadas as analises entre os diferentes de ensaios por meio do teste Welch
ANOVA (p <0,05) corrigido pelo teste Welch T para amostras ndo pareadas com variancias
diferentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DETERMINACAO DE PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA

Os laudos de monitoramento fisico-quimico de dgua, emitidos pelo Departamento
de Saneamento e Satde Ambiental da FIOCRUZ RJ (DSSA), sdo apresentados no anexo II
deste trabalho.

Os parametros fisico-quimicos (dureza, oxigénio dissolvido e pH) de qualidade da
agua, bem como a temperatura, monitorados durante os processos de exposicdo dos
organismos aos contaminantes e de manutencdo de aquérios de peixes ndo expostos,
mantiveram-se, de modo geral, dentro dos parametros ideais estabelecidos pela Norma
ABNT 15088/16, conforme indicado na Tabela 4. Dessa forma, foi considerado que os
pardmetros fisico-quimicos monitorados ndo influenciaram nos resultados dos ensaios

realizados.

Tabela 4 - Resultados fisico-quimicos da agua dos aquarios

Identificacdo Dureza

Tipo da exposicio Substancia (CaC0s mg L) pH Temperatura °C
Controle sem 0 ; 2391 +2,44 7,43+0,20 24,69 +1,10
alimentacdo
Controle com 0’ - 23,17 +1,62 7,34+0,17 24,75 +0,71
alimentacdo
1 Carbamazepina 32,55 +6,70 6,49 + 0,22 24,54 +£0,78
Sistemas 2 Acetamiprida 40,72 + 11,86 7,16 +0,10 24,56 +0,85
Unitarios
3 Cadmio 31,25 + 12,04 7,04 +0,09 24,75 + 0,65
4 Acetamiprida 22,46 £0,72 753+0,13 25,50 + 1,26
Carbamazepina
5 Carbamazepina 22,16 £0,78 6,80 + 0,45 25,75 £ 0,36
Cadmio
Sistemas de Acetamiprida
Misturas 6 P 25,00 + 1,63 6,80 + 0,24 25,50 + 1,00
Cadmio
Carbamazepina
7 Acetamiprida 20,38 + 0,66 6,86 + 0,07 25,00 + 1,00

Cadmio

Legenda: Valores representam a média + desvio padrdo analisados em cada ensaio.
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As excecdes observadas em relacdo a Norma ABNT supracitada, foram observadas
nos valores de pH abaixo de 7,0, principalmente na exposi¢do a carbamazepina, variando
entre 6,22-6,71. No entanto, segundo a Norma ABNT 15088/16, os valores de pH que seriam

capazes de influenciar na viabilidade de um ensaio estariam compreendidos fora da faixa

5,0-9,0.

5.1.1. ESTABELECIMENTO DO MODELO - CONTROLES NEGATIVOS

Os resultados referentes as analises de biomarcadores de estresse oxidativo,
relacionados aos controles utilizando-se de alimentacdo e ndo alimentacdo dos peixes,
padronizados pela concentragdo de proteina no lisado de tecido (ug pL™?), seguem

apresentados nas figuras 5,6 e 7.

B com alimentagao
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Figura 5 - Resultados dos biomarcadores enzimaticos GST (a) e CAT (b) para os 6rgaos
cérebro e figado observados no controle com alimentacao e controle sem alimentagdo. Letras
diferentes acima das colunas indicam significancia estatistica entre grupos, segundo o teste

Mann-Whitney (p < 0,05).
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B3 com alimentagao
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Figura 6 - Resultados dos biomarcadores ndo enzimaticos GSH (a) e MT (b) para os 6rgaos
cérebro e figado observados no controle com alimentacdo e controle sem alimentagao. Letras

diferentes acima das colunas indicam significancia estatistica entre grupos, segundo o teste

Mann-Whitney (p < 0,05).
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Figura 7 - Resultados do biomarcador MDA para os 6rgados cérebro e figado observados no
controle com alimentagdo e controle sem alimentacdo. Letras diferentes acima das colunas

indicam significincia estatistica entre grupos, segundo o teste Mann-Whitney (p < 0,05).

Nos resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo demonstrados nas figuras
5-7, foram observadas diferencas significativas apenas entre o controle com e sem
alimentagdo para GST e CAT (no cérebro), e para MDA (em ambos os 6rgaos). Para o 6rgao
cérebro, o uso de alimentacdo no ensaio resultou em uma diminuicdo significativa da

atividade dos biomarcadores CAT e MDA, enquanto que o oposto foi observado no
59



biomarcador GST. J4 para o 6rgdo figado, o uso de alimentagdo no ensaio resultou em um
aumento significativo da atividade do biomarcador MDA. Com isso, observando-se que a
maioria das comparagdes entre controles com e sem uso de alimentagdo nao apontaram
significancia estatistica entre si (p > 0,05), optou-se, como modelo para os ensaios
subsequentes (exposi¢cdes aos contaminantes), a concordancia com a Norma ABNT
15088/16, que estabelece como parametro a ndo alimentagdo de peixes da espécie Danio

rerio para ensaios de 96 horas.
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ENSAIOS COM OS ORGANISMOS EXPOSTOS AOS
CONTAMINANTES

5.2.

Os resultados das analises de biomarcadores de estresse oxidativo nas diferentes

lisado de tecido

exposicoes, padronizados pela concentracdo de proteina no

(ug pL), seguem descritos a seguir.

Devido a variabilidade do organismo modelo, mesmo utilizando-se peixes Danio
rerio englobados pelo parametro estabelecido pela Norma ABNT 15088/16, que preconiza
o uso de individuos adultos correspondendo ao comprimento de 1-3 centimetros, foi
observada por vezes escassez de massa do 6rgao figado para as analises, principalmente no

lote de peixes utilizado na exposi¢do mista de carbamazepina com Cd.

5.2.1. BIOMARCADOR CATALASE

Os resultados obtidos pela analise do biomarcador catalase referentes as diferentes

exposicoes, seguem apresentados na figura 8.
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Figura 8 - Niveis da atividade enzimatica da catalase (CAT) nas amostras de cérebro (a) e
figado (b) de peixes expostos. Letras diferentes acima das colunas indicam significancia
estatistica entre grupos, segundo o teste Welch ANOVA (p <0,05) corrigido pelo teste
Welch T. CTL: controle, CBZ: carbamazepina. ACT: acetamiprida, Cd: cadmio.
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Diferente do observado nos demais biomarcadores analisados, os valores de
atividade de CAT no o6rgdo cérebro (figura 8 [a]) ndo apresentaram uma distribui¢ao
padronizada entre efeitos dos contaminantes. Esse fato explica-se pela baixa atividade de
CAT associada a esse orgao (SIMONIAN; COYLE, 1996), como ja relatado em estudos
anteriores realizados pelo grupo do setor de ecotoxicologia do laboratéorio CESTEH da
FIOCRUZ, com zebrafish expostos por 96 horas a diferentes contaminantes (GOMES
et al., 2019). No entanto, foram encontrados dados na literatura referentes a atividade de
CAT em cérebro de trutas, como relatado nos estudos de Li ef al. (2010). Esses autores
observaram um aumento significativo da atividade de CAT no cérebro de trutas expostas (a
0,2 mg L' de CBZ) nos primeiros 7 dias, seguido de sucessivas inibigdes de atividade
observadas em 21 e em 42 dias de exposi¢ao (Li er al, 2010). Esse fato denota o
comportamento da atividade da enzima CAT ao longo do tempo, conforme ja abordado no
paragrafo anterior. Além disso, ressalta-se que o cérebro de trutas aparentemente apresenta
maior producdo de CAT em comparacdo com o de zebrafish em exposi¢cdes por curtos
periodos (até 7 dias). Dessa forma destaca-se também o trabalho de Sarkar ez al. (2014), que,
semelhando ao presente estudo, ndo observaram diferengas significativas na atividade de
CAT no cérebro de peixes zebrafish nos primeiros 7 dias de exposi¢io a 50 pg L' do metal
arsénio (As203). Sarkar ef al. (2014), no entanto, observaram um aumento da atividade de
CAT em 14 dias de exposi¢do, o qual seria explicado como uma resposta do organismo para
eliminacdo das EROs geradas a partir da presenga do contaminante, indicando que a pequena
atividade de CAT no cérebro de peixes zebrafish estaria associada ao estimulo dos primeiros

dias de exposi¢do (semelhante ao observado no presente estudo).

Em relagdo ao orgdo figado (figura 8 [b]), foi observado aumento da atividade de
CAT nas exposigoes unitarias de CBZ (aproximadamente 3 vezes maior que o controle) e de
cadmio (aproximadamente 1,6 vezes maior que o controle). Assim, ressalta-se que os
resultados da exposi¢do unitiria de CBZ, podem estar relacionados ao fato deste
contaminante ser metabolizado principalmente no 6rgao figado, podendo ser inferidos como
a resposta do organismo (aumento da atividade de CAT) para a eliminacdo de seu principal
metabolito ativo, a carbamazepina-10,ll-epoxido (CBZ-EP), de atuacdo conhecidamente
toxica (AL KHALILI; MURPHY, 2019; VALDES et al., 2016; ALMEIDA, 2012; MIAO;
METCALFE, 2003). Além disso, a CBZ ¢ relatada como capaz de bioacumular nesse o6rgao,
podendo causar danos a fungdes hepaticas em peixes (VALDES et al., 2016; AHFS, 2007).

Além disso, o orgdo figado ¢ considerado um dos principais locais de destino do Cd que
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entra no corpo (juntamente com os rins), podendo acumular por anos, acarretando em lesdes
hepéaticas (ATDSR, 2012). Visto isso, os resultados da analise do figado dos organismos
expostos a CBZ e a Cd, apontariam para uma resposta do sistema de defesa antioxidante do
organismo a estas exposigoes, visando combater o estresse oxidativo. Esse fato ¢ sustentado
pela comumente relatada elevada atividade de CAT, visando detoxificar espécies reativas
como o H>O», geradas em situacdes de presenca de contaminantes xenobioticos, como CBZ
e Cd (COGO et al., 2009). No entanto, a atividade de CAT também estaria relacionada a
fatores como a concentragdo do contaminante ¢ tempo de exposicao. Dessa forma, quanto
as exposicdes unitarias de CBZ, destacam-se os estudos realizados por Li et al. (2011), no
qual foi observado um aumento significativo da atividade de CAT no 6rgdo figado, em trutas
expostas por 96 h a concentracdo de 19,9 mg L™! de CBZ, concordando com os resultados
do presente estudo, indicando que o aumento de CAT observado ¢ considerado uma resposta
a presenca de EROs (espécies reativas de oxigénio), visando sua detoxificagdo. Quanto a
literatura relacionada a resposta do 6rgdo figado para a exposicao unitaria de Cd, Wang et
al. (2011) observaram um efeito semelhante ao do presente estudo, pelo aumento da
atividade de CAT em caranguejos expostos por 7 dias a 7,25 mg L' de Cd, explicando que
a inducdo de CAT estaria relacionada a resposta do organismo ao contaminante, visando a
manutencao de atividades fisiologicas. J4 em ensaios com periodos mais prolongados, como
nos estudos de Banni et al. (2011), foi observado que 21 dias de exposi¢cdo de peixes
zebrafish a 0,4 mg L' de Cd j4 seriam suficientes para promover um declinio na atividade
de CAT, confirmando a caracteristica de resposta da atividade desta enzima no 6rgao figado,
apresentando inicialmente um aumento para detoxificacao das EROs geradas em decorréncia
do contaminante, seguido de uma tendéncia de declinio conforme maiores periodos

de exposic¢do.

Ja em relagdo a atividade de CAT para a exposi¢do unitaria de ACT no o6rgdo figado,
foram observados niveis semelhantes aos do controle (p > 0,05). Esse fato, relaciona-se com
0 observado nos estudos de Ge et al. (2015), Yan et al. (2015a) e Yan et al. (2015b), nos
quais, assim como no presente estudo, ndo foram identificadas, segundo os autores,
diferencas Obvias entre as atividades de CAT e controles no figado de peixes zebrafish
expostos por 7 dias a diferentes agrotéxicos neonicotindides, nas concentragoes de 0,3 mg
L' 0,6 mg L'e 0,3 mg L', respectivamente. Os trés trabalhos citados, foram realizados
ensaios com diferentes tempos de exposi¢do aos contaminantes, 7, 14, 21 e 28 dias. Ge et al.

(2015) explicam que semelhanca entre os niveis de CAT e controle no sétimo dia, denotaria
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que esta enzima ndo foi tdo sensivel inicialmente ao neonicotindide quanto outros
biomarcadores a baixa concentra¢des. Dessa forma, o mesmo efeito teria ocorrido nos
resultados da exposicao a ACT no presente estudo. Acrescenta-se que essa hipdtese estaria
de acordo com os estudos Tisler et al. (2009), que, a partir de um estudo de exposicao do
crustaceo Daphnia magna, sugeriram que a atividade de CAT ndo caracterizaria um
biomarcador sensivel precoce de exposi¢ao ao neonicotindide imidacloroprida. No entanto,
em relacdo a maiores tempos de exposi¢ao, Ge ef al. (2015) observaram ao longo do ensaio
(14, 21 e 28 dias), um aumento na atividade de CAT, seguido de um leve declinio, indicando
efeitos na resposta do organismo para esta enzima relacionados ao fator tempo de exposicao,
denotando um estimulo inicial para a quebra de H>O» (sobretudo relacionados a atividade da
enzima SOD, mais sensivel que a CAT). Apds o estimulo inicial, foi observada uma
tendéncia de inibi¢do, indicando desequilibrio no balango oxidativo. Em concordancia, as
mesmas caracteristicas de semelhanga com controle a 7 dias, seguida das tendéncias
de aumento e declinio, foram observadas nos trabalhos de Yan et al. (2015a) e Yan

et al. (2015D).

Em relagdo aos resultados das exposi¢cdes mistas, 0s mesmos nao permitiram a
afirmacao de ocorréncia de aumento na atividade de CAT em relagdo ao controle, que devido
a caracteristica de suas distribuicdes e desvio padrdo, apontando para a semelhanca
estatistica. Além disso, nas comparagdes entre a exposicoes unitarias no 6rgao figado e suas
respectivas misturas, foram observados casos de diminuig¢des significavas nas atividades de
CAT apenas para as comparagdes entre CBZ vs. CBZ+ACT, CBZ vs. CBZ+ACT+Cd e Cd
vs. ACT+Cd, ndo sendo observada variacao significativa entre as demais exposicdes mistas
e suas respectivas exposi¢oes unitarias. Assim, uma vez que os efeitos das misturas dos
contaminantes na atividade de CAT se mostraram menores que a soma de seus respectivos
efeitos unitarios, foi sugerida interacdo negativa entre os contaminantes de estudo,
denotando uma caracteristica antagonica entre os mesmos, para a atividade da enzima CAT.
Ressalta-se também, que os resultados das exposicdes mistas com ACT (tanto combinada
com CBZ, quanto com Cd), apresentaram valores brutos menores que os das demais misturas
de contaminantes. Esse resultado pode sugerir que o organismo pode ter estado susceptivel
a acdao das EROs formadas nestas exposi¢des (como ja demonstrado pela elevagdo da
atividade de CAT nas exposi¢des individuais de CBZ e Cd), porém sem a acdo de eliminacao
pela CAT. Destaca-se assim, a comparacdo entre CBZ e CBZ+ACT, que mostrou uma

diminui¢ao significativa de cerca de 0,7 vezes da atividade da CAT no figado. Esse fato pode
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ter relacdo com a aparente baixa sensibilidade dessa enzima com o contaminante ACT,
conforme reportado anteriormente pelos estudos de Ge et al. (2015) e Tisler et al. (2009),
sendo, portanto, observados efeitos de sensibilidade menor que a esperada para todas as
exposicoes mistas com presenga de ACT. Em relagdo a interacao entre Cd+CBZ, Almeida et
al. (2018), assim como no presente estudo, observaram uma semelhanca estatistica entre as
exposicdes de Cd (0,5 pg L") e Cd+CBZ (0,5 pg L1+ 1,0 pg L), em organismo aquatico
ameijoa (Ruditapes philippinarum) exposto por 28 dias. Almeida et al. (2018) atribuiram
essa semelhanca estatistica a uma auséncia de interacao entre Cd e CBZ, apresar de os
valores de atividade de CAT para a exposi¢do combinada nio ter sido classificada como a

soma entre os resultados das exposi¢des unitarias.
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5.2.2. BIOMARCADOR GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

Os resultados das analises do biomarcador glutationa-S-transferase nas diferentes

exposicoes, seguem apresentados na figura 9.
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Figura 9 - Niveis do biomarcador glutationa-S-transferase (GST) nas amostras de cérebro
(a) e figado (b) de peixes expostos. Letras diferentes acima das colunas indicam significancia
estatistica entre grupos, segundo o teste Welch ANOVA (p <0,05) corrigido pelo teste
Welch T. CTL: controle, CBZ: carbamazepina. ACT: acetamiprida, Cd: cadmio.

Nos resultados de atividade de GST no 6rgao cérebro, observados na figura 9 (a),
comparando-se o controle analisado e exposigdes unitarias aos contaminantes, foi observado
um aumento significativo em cerca de 1,2 vezes na exposi¢do unitaria de carbamazepina
(CBZ) e de 1,4 vezes na exposicao unitaria de acetamiprida (ACT). Ja a atividade de GST
para a exposi¢do unitaria a Cd, foi considerada estatisticamente semelhante ao controle. De
modo semelhante, nas exposigdes mistas, foram observados em geral valores de atividade
de GST equiparados aos observadas no controle e menores que os observados nas exposi¢oes
unitdrias, indicando um comportamento diferenciado dos contaminantes quando
combinados. Assim, a influéncia das exposi¢des unitarias a CBZ ¢ Cd no aumento da
atividade de GST no referido 6rgdo, condiz com a ja esperada interagao de CBZ e de ACT
com estruturas cerebrais, acarretando em observagdes diferenciadas entre exposi¢odes
unitarias e controle. Esses resultados, portanto, estariam relacionados com fato de o 6rgao

cérebro ser compreendido como o orgdo alvo de atuacdo da CBZ, que ¢ utilizada para
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tratamentos psicoterapicos em humanos, atuando no sistema nervoso central limitando
transmissdes sinapticas por meio do bloqueio de canais de sodio, além de estar relacionada
aos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), relacionado aos canais de calcio e a
inibicdo do SNC (LIU et al, 2006; USP DI, 2006). Ressalta-se também a ja relatada
capacidade da CBZ em atravessar a barreira hematoencefalica de peixes, como reportado
por Valdés et al., (2016). Em relagdo a ACT, ressalta-se sua capacidade de atuagao no cérebro
como alvo primadrio, sendo sua agdo toxica em vertebrados relacionada a sua atuagao como
agonista do receptor nicotinico de acetilcolina 042 nAChR (TOMIZAWA; CASIDA, 2005;
TERAYAMA et al., 2016). Apesar desses fatos, foi observado que as exposi¢des mistas
desses contaminantes (CBZ+ACT, CBZ+Cd e CBZ+ACT+Cd) resultaram na diminui¢ao da
atividade de GST em comparagdo com as exposi¢des unitdrias, sugerindo uma relagdo

antagonica entre os contaminantes de estudo nos efeitos observados no 6rgao cérebro.

Semelhante ao observado no 6rgdo cérebro, a atividade de GST no 6rgdo figado
(figura 9 [b]) apresentou aumento quando o organismo modelo é exposto aos contaminantes
de forma unitaria em comparagdo com o controle, demonstrado pelos aumentos
significativos na exposi¢do a CBZ (atividade 2 vezes maior que o controle), ACT (0,9 vezes
maior) e Cd (1,7 vezes maior). Dessa forma, a esperada diferenca entre exposi¢des unitarias
e controle, no 6rgdo figado, estaria relacionada aos efeitos dos contaminantes de estudo
relatados na literatura, indicada a seguir. Dessa forma, ressalta-se que os resultados da
exposicdo unitaria de CBZ, como j& citado anteriormente, estariam relacionados a
capacidade da CBZ causar danos a fungdes hepaticas em peixes e ao fato de o o6rgao figado
ser o principal local de metabolizagdo de CBZ, denotando uma resposta do organismo para
a eliminag¢do do metabolito toxico CBZ-EP (AL KHALILI; MURPHY, 2019; VALDES et
al., 2016; ALMEIDA, 2012; MIAO; METCALFE, 2003). J4 a ACT, ¢ relatada como tendo
o orgio figado como um de seus principais alvos de acumulagdo, podendo acarretar em
hipertrofia hepatica (CALEPA, 2000). Ressalta-se também a ja relatada acao do Cd no 6rgao
figado, por sua capacidade de acumulagdo e de operar danos a esse o6rgdo (ATDSR, 2012).
Apesar desses fatos, semelhante ao observado para o 6rgdo cérebro, de modo geral foram
verificadas diminui¢des significativas na atividade de GST nas exposi¢des mistas de
contaminantes em relacao as exposigdes unitarias, sugerindo uma relagdo antagonica entre
os contaminantes de estudo nos efeitos observados nesse 0rgdo, excetuando-se apenas a
comparagdo entre as exposicdes ACT e ACT+Cd, que pode representar uma maior resposta

do organismo para o combate de EROs associadas a exposi¢do mista de ACT+Cd.
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Sabendo-se que biomarcador GST atua no metabolismo de fase II, estimulando a
combinagdo entre GSH e espécies reativas geradas por contaminantes, visando que estas
sejam excretadas do organismo, ressalta-se que o aumento observado de modo geral nos
resultados da atividade de GST nas exposi¢cOes unitarias, pode denotar a resposta do
organismo a presenga destas espécies reativas, em ambos os 0rgdos (YAN et al., 2015a).
Assim, os resultados do presente estudo concordam com os relatados por Ge et al. (2015),
que analisaram amostras de figado de peixes Danio rerio expostos a 0,3 mg L' do
neonicotindide imidacloprida, notando uma tendéncia de aumento na atividade de GST em
7 dias de exposi¢do e um aumento significativo a 14 dias, seguido de valores equiparaveis
ao controle em 21 dias e menores que o controle em 28 dias. A tendéncia de aumento da
atividade de GST nos primeiros dias de exposicdo, associada a resposta do metabolismo de
peixes zebrafish, também foi reportada no trabalho de Yan et al. (2015a). Esses autores,
enfatizaram que a atividade dessa enzima aumenta conforme o aumento dos fatores tempo
de exposicao e concentragdo de contaminante, visando estimular a combinagao de GSH com
substancias reativas, seguindo-se a observada diminui¢do da atividade, possivelmente
devido ao consumo dos estoques de GST enquanto substrato e/ou a producao de metabolitos
(decorrentes do processo de detoxificacdo) capazes de inibir ou reduzir a atividade de GST.
Dessa forma, no estudo citado de Yan et al. (2015a) foram analisadas amostras de figado de
peixes Danio rerio expostos a 0,6 mg L' do neonicotindide nitempiram por 7, 14, 21 e 28
dias, havendo uma tendéncia de aumento da atividade de GST até 21 dias, seguida de uma
tendéncia de diminuicdo até¢ 28 dias. Além disso, os resultados do presente estudo foram
condizentes com os apresentados por Jin et al. (2015), que observaram um aumento
significativo da concentragdo de GST no tecido de larvas de Danio rerio expostos ao
contaminante cddmio (10 uM) por 96 horas. Assim, baixas concentra¢des de contaminantes
(como as do presente estudo, na ordem de pg L!) tendem apresentar aumento na atividade
de GST como resposta do organismo para o metabolismo de eliminacao dessas substancias,
no entanto maiores concentragdes e exposicoes prolongadas podem consumir totalmente os
estoques de GST, além de gerar aumento da producdo de subprodutos capazes de inibir sua
atividade (YAN et al., 2015a; COGO et al., 2009). Sendo assim, um aumento na atividade
de GST teria relacdo com um aumento de GSH, devido ao seu papel como catalizadora da
conjugacao entre GSH e espécies reativas. Dessa forma, a outra via desse fato ¢
exemplificada pelo estudo de Almeida et al. (2014), no qual explicam que seus resultados

de menores atividades de GST em bivalves expostos a 0,9 ug L' de CBZ por 28 dias,

68



poderiam estar relacionados a presenga de menores niveis de GSH disponiveis para reagdes
de conjugacdo, acarretando em menores niveis GST envolvidos na fase II da

biotransformacao de CBZ.

Em relagdo as exposi¢des mistas, tanto os resultados observados no o6rgao figado,
como no cérebro, indicaram que houve interagdo negativa entre os contaminantes de estudo,
sugerindo uma relac¢ao de antagonismo, apontada pelos menores valores de atividade de GST
observada principalmente nas exposicoes CBZ+ACT, CBZ+Cd e CBZ+ACT+Cd, em
comparagdo com exposicoes unitarias. Esse dado, no entanto, diverge do apresentado no
estudo de Almeida et al. (2018), no qual foi observado um aumento significativo nos valores
de GST quando Cd (0.5 pg L) foi combinado com CBZ (1.0 pg L™!), em analise utilizando
0 organismo aquatico ameijoa (Ruditapes philippinarum) exposto por 28 dias. Almeida et
al. (2018), no entanto, explicam que tanto o aumento, quanto a manuten¢ao da atividade de
GST sdo esperados em bivalves expostos a CBZ. Além da hipétese de manutengdo da
atividade de GST ao nivel do controle nas exposi¢des mistas no presente estudo, uma vez
que os niveis de GSH nestas exposi¢des apresentaram aumento, ressalta-se que a atividade
de GST para estas exposi¢cdes pode ter representado uma menor parcela de atuagdo desta
enzima como catalisadora da conjuga¢ao de radicais livres com GSH em comparagdo com
0 observado nas exposi¢des unitarias, o que denotaria uma a¢do de GSH centralizada no
combate as EROs, ndo sendo catalisada pela GST nas reacdes de fase II, o que explicaria a

disparidade entre os niveis de GST e GSH nestas exposicdes.

69



5.2.3. BIOMARCADOR GLUTATIONA REDUZIDA

Os resultados das andlises do biomarcador glutationa reduzida, comparando-se

controle e diferentes exposi¢des aos contaminantes de estudo, sdo apresentados na

figura 10.
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Figura 10 - Niveis do biomarcador glutationa reduzida (GSH) nas amostras de cérebro (a) e
figado (b) de peixes expostos. Letras diferentes acima das colunas indicam significancia
estatistica entre grupos, segundo o teste Welch ANOVA (p <0,05) corrigido pelo teste
Welch T. CTL: controle, CBZ: carbamazepina. ACT: acetamiprida, Cd: cadmio.

Os resultados observados nas analises do biomarcador glutationa reduzida no érgéo
cérebro (figura 10 [a]) indicaram um aumento significativo para todas as exposi¢cdes em
comparagdo com o controle. Assim, destacaram-se 0s aumentos significativos no 6rgéo
cérebro referentes as exposicdes unitarias de CBZ e ACT (aumentos de 1,65 e de 1,62 vezes,
respectivamente) e a exposi¢do mista de ACT+Cd (aumento de 6,2 vezes). Ja para 0 6rgao
figado, destacaram-se a exposicao unitaria de CBZ (aumento de 13 vezes) e a exposicdo
mista de CBZ+Cd (aumento de aproximadamente 18 vezes). Dessa forma, todas as analises
do biomarcador GSH demonstraram uma tendéncia de aumento de sua concentra¢do quando
0 organismo modelo é exposto aos contaminantes estudados, independentemente de serem
exposicOes unitarias ou em mistura. Essa diferenca entre exposigdes e controle, denotaria
uma resposta do organismo aos contaminantes de estudo, por meio da capacidade de GSH
atuar no metabolismo de eliminacgdo de espécies reativas geradas a partir dos contaminantes,

condizendo com sua esperada acdo toxica no Orgdo cérebro, conforme abordado
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anteriormente por Liu et al. (2006), USP DI (2006), Valdés et al. (2016), Tomizawa e Casida
(2005), Terayama et al. (2016), e no 6rgao figado, abordado por Al Khalili e Murphy (2019),
Almeida (2012), Miao e Metcalfe (2003), além das agéncias CALEPA (2000) e ATDSR
(2012), com destaque para os efeitos observados na exposi¢ao unitaria de CBZ neste 6rgao
(figado), possivelmente associada & a¢do de seu metabolito toxico CBZ-EP (VALDES
etal., 2016).

Em relacdo a comparacgéo entre exposi¢des unitarias e suas respectivas misturas, as
concentracdes de GSH no 6rgao cérebro indicaram que as exposic¢des unitarias de CBZ, ACT
e Cd apresentaram um aumento quando administradas juntas. Para a exposi¢do unitaria de
CBZ, embora o acréscimo de Cd (CBZ+Cd) tenha representado um aumento de 1,9 vezes,
ndo pode ser afirmado que este aumento tenha sido estatisticamente significativo, assim
como o observado na comparacdo CBZ vs. CBZ+ACT (aumento de 1,4 vezes). No entanto,
esses resultados podem ser ressaltados como uma possivel tendéncia de aumento de GSH.
De modo semelhante, 0 mesmo é observado nas comparacgdes entre as exposi¢oes ACT vs.
CBZ+ACT (aumento de 1,4 vezes) e Cd vs. CBZ+Cd (aumento de 1,7 vezes). Contudo,
ressalta-se que as demais exposi¢cfes em misturas com acetamiprida e com cadmio
apresentaram aumento significativo em relacdo a suas respectivas exposi¢des unitarias, com
destaque para a comparacdo entre as exposi¢fes Cd vs. ACT+Cd, que apresentou um

aumento de cerca de 2,9 vezes.

Dessa forma, foi observada uma tendéncia de interacdo entre os trés contaminantes
de estudo nas diferentes exposicdes mistas de duplas de contaminantes quanto ao
biomarcador GSH no 6rgdo cérebro, sugerindo um efeito aditivo para as combinacGes
CBZ+ACT e CBZ+Cd, uma vez que as concentracdes de GSH para estas exposi¢cdes mistas
foi semelhante a soma dos respectivos efeitos observados nas exposicdes unitarias de CBZ,
ACT e Cd. Além disso, a interacdo observada na exposicdo ACT+Cd sugeriu um efeito
sinérgico significativo, uma vez que a concentracdo de GSH desta exposicdo (9,72 pumol
g1) foi maior que a soma das concentragBes unitarias de acetamiprida (3,55 umol g?) e de
cadmio (2,48 pmol g1). Contudo, embora a exposi¢do CBZ+ACT+Cd tenha apresentado
uma concentragdo de GSH significativamente maior que a dos valores das exposi¢Oes
unitarias, a mesma demonstrou um valor de GSH menor que a soma das exposic¢des unitarias

dos contaminantes de estudo.
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Em relagdo as concentracdes de GSH no 6rgéo figado (figura 10 [b]), semelhante
ao verificado para o 6rgdo cérebro, a maioria das comparagdes entre exposi¢oes unitarias e
suas respectivas misturas nao apresentou diferenca significativa, no entanto, de modo geral
pode ser considerada uma tendéncia de aumento quando os contaminantes foram
administrados de forma combinada. Destacou-se, portanto, a comparagdo entre as
exposicoes ACT vs. ACT+Cd, na qual foi observada um aumento significativo na
concentracdo de GSH. Assim, foi observada a ocorréncia de interacdo entre 0s
contaminantes quando combinados, culminando em uma resposta do organismo, indicada
pela tendéncia de aumento na concentracdo de GSH, denotando sua a¢cdo no metabolismo de
eliminacdo de espécies reativas relacionadas a presenga de CBZ, ACT e Cd no 6rgao figado.

O tiol GSH ¢é considerado como o mais abundante antioxidante intracelular,
podendo atuar tanto na eliminacdo de espécies reativas mais diretamente, quanto
conjugando-se com estas substancias, em uma combinagdo estimulada pela enzima GST,
para torna-las mais solGveis em &gua, beneficiando a excrecdo e a degradacdo destes
contaminantes (WANG et al., 2017; COGO et al., 2009; YAN et al., 20153, LI et al., 2010).
Além disso, 0 GSH participa como substrato em reacdes enzimaticas envolvendo GPx e GR.
Sabendo disso, sugere-se que o0 aumento de concentragdo de GSH (apontando para um
aumento da razdo GSH/GSSG) estaria associado a capacidade de resposta celular ao estresse
oxidativo operado por contaminantes xenobi6ticos (WANG et al., 2017; COGO et al., 2009).
Dessa forma, em resumo, os resultados da figura 10 indicaram o aumento significativo nas
concentracdes de GSH em todas as exposi¢cdes comparadas com o controle, em ambos 0s
6rgdos. Portanto, 0 aumento da concentracdo de GSH observado neste estudo, apontaria para
a ocorréncia de aumento da resposta celular em defesa contra espécies reativas decorrentes
das diferentes exposi¢cdes administradas ao organismo modelo. Ressalta-se, portanto, o
trabalho de Tian et al. (2018), no qual foi atribuido a atuagdo de GSH no combate de EROs
(catalisada pela GST), o motivo da tendéncia de aumento e do significativo aumento de GSH
observados em peixes expostos por 60 diasa 0,1 mg Lt e 40,5 mg L (respectivamente) do
neonicotindide imidacloprida. De modo semelhante, esse tipo de atuagdo conjunta de GSH
e GST na fase Il de biotransformac&o de substancias, portanto, teria sido observado também
no presente estudo em ambos os 6rgdos, notadamente nas exposi¢des unitarias, uma vez que
foram observados, de modo geral, aumentos da atividade de GST em paridade com 0s
aumentos da concentracdo de GSH. No entanto, nas exposi¢des mistas em ambos 0s 6rgdos

(principalmente no cérebro), teria sido observada preferencialmente a atuacdo de GSH na
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eliminacdo direta de espécies reativas, uma vez que que estes resultados mostraram-se
dispares em relacdo a atividade de GST (SUN et al., 2007). Com isso, ressalta-se o trabalho
de Sun et al. (2007), no qual foi observado, assim como no presente estudo, um aumento na
concentracdo de GSH (em figado de peixes goldfish exposto a 0,5 mg L™ do contaminante
organico HC Orange N°1 por 10 dias). Segundo os autores, esse aumento estaria relacionado
a capacidade de GSH atuar na defesa antioxidante do organismo contra espécies reativas de
oxigénio, visando atenuar o estresse oxidativo e promover o equilibrio intracelular. No
entanto, Sun et al. (2007) acrescentam que situacdes de estresse oxidativo severas podem
acarretar na diminuicéo dos niveis de GSH, podendo indicar danos a capacidade adaptativa
do organismo (danos ao sistema antioxidante). Dessa forma, ressalta-se os trabalhos de Li et
al. (2010) e de Zhu, Li e Zheng (2018), os quais realizaram ensaios com peixes expostos por
42 e 105 dias (respectivamente), tendo encontrado resultados de diminui¢do da concentragdo
de GSH em exposicdes aos contaminantes CBZ (0,2 mg L') e Cd (5 pg LY
(respectivamente), denotando que, assim como o observado na discussdo dos topicos
anteriores, o fator tempo de exposi¢do pode influenciar na producdo de EROs e, logo, na
resposta antioxidante do organismo. Ressalta-se que, no estudo de Li et al. (2010), citado
acima, foi observada uma tendéncia de diminuigdo da concentragdo de GSH mesmo quando
administrada uma exposicdo de 1 pg L, nos mesmos 42 dias de exposicdo. Tanto Li et al.
(2010), quanto Zhu, Li e Zheng (2018), indicaram que a diminuig&o da concentracdo de GSH
observada, estaria relacionada com a quebra do balango entre EROs e capacidade de resposta
do sistema antioxidante, concordando com a afirmacdo de Sun et al. (2007) sobre estes
efeitos, reportada anteriormente. Contudo, ndo foram encontrados estudos que confirmem a
hipGtese de diminuigdo progressiva de GSH em animais aquéticos, conforme aumento do
tempo de exposicdo a neonicotindides. Dessa forma, a partir da literatura apresentada acima,
infere-se que efeitos semelhantes aos relatados para os demais contaminantes, seriam 0s
esperados no caso de exposi¢Bes prolongadas de animais aquaticos a ACT, conforme o0s
efeitos de aumento na concentracdo de GSH a 96 horas de exposic¢do, observado no presente
estudo, para ambos os 6rgdos. Com isso, de modo geral, pode-se compreender que 0s
resultados do presente estudo apontam para 0 aumento de EROs em decorréncia das
exposi¢oes aos contaminantes, culminando em uma resposta do sistema antioxidante por
meio do aumento das concentracdes de GSH, visando o equilibrio redox celular e
caracterizando respostas ja observadas na literatura para exposi¢Ges & neonicotindides e

respostas iniciais 8 CBZ e a Cd, em concentragdes a niveis ambientais.
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5.2.4. BIOMARCADOR METALOTIONEINA

Os resultados obtidos pela analise do biomarcador MT referentes as diferentes

exposicoes, seguem apresentados na figura 11.
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Figura 11 - Grafico dos niveis do biomarcador metalotioneina (MT) nas amostras de cérebro
(a) e figado (b) de peixes expostos. Letras diferentes acima das colunas indicam significancia
estatistica entre grupos, segundo o teste Welch ANOVA (p <0,05) corrigido pelo teste
Welch T. CTL: controle, CBZ: carbamazepina. ACT: acetamiprida, Cd: cadmio.

Os resultados observados nas analises da figura 11 (a) no 6rgdo cérebro, indicaram
um aumento significativo de todas as exposicdes unitarias em relagcdo ao controle. Esse fato
foi demonstrado pelos aumentos de 9 vezes na exposi¢cdo a CBZ, 6 vezes a ACT e 3 vezes a
Cd. Além disso, foram observados aumentos significativos nas exposi¢des mistas em relacdo
ao controle, com destaque para 0 aumento de 2 vezes na exposi¢do a ACT+Cd. Dessa forma,
assim como observado para os demais biomarcadores, as diferencas entre os valores de MT
entre exposi¢do e controle, estariam relacionadas ao potencial toxico dos contaminantes de
estudo nesse 6rgdo, conforme reportado por Liu et al. (2006), USP DI (2006), Valdés et al.
(2016), Tomizawa e Casida (2005) e Terayama et al. (2016), denotando que o aumento de
MT seria uma resposta do organismo para o combate de espécies reativas decorrentes da
exposi¢ao aos contaminantes. Ressalta-se também que foram observadas diminuigdes
significativas nos resultados das exposi¢des mistas em comparagdo com suas exposigoes

unitarias, excetuando-se a comparacao entre Cd vs. ACT+Cd, a qual, entretanto, presentou
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uma tendéncia de diminui¢do de MT. Assim, destaca-se a interacdo negativa observada entre
os trés contaminantes de estudo, uma vez que as concentragdes observadas nas exposigoes
mistas foram inferiores as observadas nas exposigdes unitarias, sugerindo uma relagao

antagdnica entre os contaminantes.

Semelhante ao observado no 6rgdo cérebro, os resultados da figura 11 (b) para o
orgdo figado demonstraram aumentos significativos nas exposi¢des unitarias em relacdo ao
controle (aumento de 19 vezes para CBZ, 5,7 vezes para ACT e de 9 vezes para Cd). Destaca-
se, portanto, o resultado observado na exposicao unitaria de carbamazepina no referido
orgdo, o qual possivelmente estaria relacionado a atuacdo do metabdlito toxico CBZ-EP,
conforme ja observado para os demais biomarcadores (VALDES et al., 2016). Além disso,
assim como observado para os demais biomarcadores, as diferengas entre exposigoes
unitarias e controles denotam a esperada agdo toxica de CBZ, ACT e Cd no 6rgao figado,
conforme demostrado em CALEPA (2000), ATDSR (2012), Al Khalili ¢ Murphy (2019),
Almeida (2012) e Miao e Metcalfe (2003). Em relagdo as exposi¢des mistas, semelhante ao
visto para o 6rgao cérebro, também foi observada uma possivel interagdo antagdnica quando
os contaminantes sdo administrados juntos, porém, desta vez, por meio de valores

semelhantes aos do controle.

Uma vez compreendido que o biomarcador MT exerce um papel importante no
transporte e na detoxificacdo metéalica nos organismos (e na eliminagdo de espécies reativas
de oxigénio), o aumento de sua produgdo pode ser induzido por estressores ambientais como
espécies reativas de oxigénio e metais (CHEN et al., 2007; ZHU; LI; ZHENG,; 2018). Dessa
forma, os resultados apresentados da figura 11 indicaram aumento na concentracdo de MT
nas exposi¢des unitarias de carbamazepina, acetamiprida e cddmio em relacdao ao controle,
sugerindo a indugao de MT associada a resposta do organismo modelo a presenca de espécies
reativas, geradas a partir dos contaminantes CBZ, ACT e Cd, conforme apontam Banni et
al. (2011) e Wu et al. (2007). No entanto, Wu et al. (2007) apontam que a relagdo entre o
aumento de MT e a exposi¢ao ao Cd seria observada apenas até o ponto em que a exposi¢ao
causasse efeitos deletérios ao sistema fisiologico antioxidante, denotando que estagios mais
iniciais de exposicao refletiriam o aumento de MT, enquanto que situagdes de exposi¢des
mais severas (por exemplo, exposicdes prolongadas), refletiriam na inibigao de MT e, logo,
em desequilibrio no sistema redox celular. Assim, ressalta-se que os resultados de Wu et al.

(2007) identificaram um efeito de dependéncia do fator tempo na concentracao de MT, apds
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observar um aumento na concentra¢do de MT em figado de tilapias expostas a 4,45 umol L
!'de Cd por 5 horas, com aumentos ainda maiores a 5 e 15 dias. De modo semelhante, Zhu,
Li e Zheng (2018) também identificaram um aumento significativo na concentra¢do de MT
em figado de peixes Danio rerio expostos a 2,5 ng L' de cadmio por 15 semanas. Tanto Wu
et al. (2007), quanto Zhu, Li e Zheng (2018), justificam que os aumentos na concentragdo
de MT estariam relacionados a eliminagdo de Cd ou ao combate das EROs geradas por este
contaminante. J& em relagdo aos niveis de MT associados a exposi¢cao a CBZ, Gomes ef al.
(2019), observaram uma diminui¢do e uma tendéncia de diminui¢do das concentragdes de
MT nos 6rgaos cérebro e figado (respectivamente), € uma tendéncia de aumento no 6rgao
rim de peixes zebrafish expostos por 96 horas a 75 pg L'! de CBZ e do farmaco clonazepam
(CZP). Segundo Gomes et al. (2019), a tendéncia de aumento de MT observada no 6rgao
rim apontaria para a acdo de excre¢do dos contaminantes (sobretudo CZP), indicando a
possivel agdo de MT no sequestro de radicais livres. No entanto, observando-se os resultados
de Gomes et al. (2019) para os 6rgdos cérebro e figado, infere-se que os menores niveis de
MT observados em relagdo ao controle, sugerem que a concentracdo de 75 pg L™ (3 vezes
maior que a utilizada no presente estudo) ja seria capaz de operar efeitos de inibicdo da
referida proteina. Sobre a relacao entre CBZ e MT, destaca-se também o estudo de Contardo-
Jara et al. (2011), que identificou uma diminui¢do significativa na expressao génica de MT
mRNA em guelras de mexilhdes Dreissena polymorpha apds 7 dias de exposicao a 0,23 pg
L' de CBZ, indicando que estes resultados estariam relacionados ao potencial de estresse
oxidativo relacionado a CBZ, provocando danos as guelras do organismo e, assim, a
diminui¢do nos niveis de MT. Além disso, embora ndo tenham sido encontrados na literatura
estudos que abordem niveis de MT relacionados a pesticidas neonicotinoides, destaca-se o
estudo de Mosleh et al. (2004), que investigaram efeitos do agrotdxico Isoproturon no
organismo aquatico Tubifex tubifex exposto por 7 e 15 dias. Mosleh et al. (2004)
identificaram aumentos significativos nos niveis de MT a 7 e também a 15 dias de exposi¢ao
(porém em menor escala), indicando que a evolucdo da concentracdo de MT foi dependente
do tempo de exposicdo e que o aumento observado teria relacdo com a atuagdo de MT no
mecanismo de defesa celular contra o estresse decorrente da exposicdo. De modo
semelhante, Paris-Palacios ef al. (2003), em administragdo do pesticida procimidona (0,2 mg
L' em peixes Rutilus rutilus, também identificaram uma relagio de MT com o aumento do
tempo de exposi¢ado, traduzido em uma significativa indu¢do de MT nos primeiros 4 dias de

exposi¢ao (associada a resposta adaptativa do organismo ao estresse), seguindo-se uma
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diminuicdo significativa apdés 14 dias (atribuida a danos hepaticos operados

pelo contaminante).

As hipoteses de resposta do organismo para o combate de EROs decorrentes das
exposicoes aos contaminantes de estudo e de eliminacdo do metal Cd mais diretamente,
destacadas pela literatura apresentada, explicariam o aumento de MT observado no presente
estudo. E ainda, denotam que, em uma situacdo de contamina¢do no ambiente natural, os
niveis de MT no organismo de estudo, poderiam apresentar aumento para conter as cargas
de estresse acarretadas pelos contaminantes. Porém, com o prolongamento do tempo de
exposicdo (ou aumento da concentragdo dos contaminantes), seriam observados aumentos
da carga de estresse, podendo acarretar em danos ao sistema antioxidante, resultando em
diminui¢des nos niveis de MT, apontando para o estresse oxidativo e o desequilibrio redox
celular (WU et al., 2007). Além disso, os niveis de MT nas exposi¢cdes em misturas no 6rgao
figado, sugeriram uma eficiéncia adaptativa do organismo aos contaminantes combinados,
no entanto, os niveis de MT significativamente maiores que o controle, observados no 6rgao
cérebro, alertam para a possibilidade de que os contaminantes de estudo na concentracao
aplicada, seriam capazes de produzir danos oxidativos neste 6rgao conforme prolongamento

do tempo de exposicao.
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5.2.5. ANALISES DOS NiVEIS DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Os resultados das analises dos niveis de peroxidagdo lipidica pelo biomarcador

malondialdeido nas diferentes exposigdes, sao apresentados na figura 12.
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Figura 12 - Grafico dos niveis do biomarcador malondialdeido (MDA) nas amostras de
cérebro e figado de peixes expostos. Letras diferentes acima das colunas indicam
significancia estatistica entre grupos, segundo o teste Welch ANOVA (p <0,05) corrigido
pelo teste Welch T. CTL: controle, CBZ: carbamazepina. ACT: acetamiprida, Cd: cadmio.

Os resultados da figura 12 (a) para o orgdo cérebro mostraram um aumento
significativo na concentragdo do biomarcador MDA nas exposi¢des unitarias dos
contaminantes em relacao ao controle, indicando aumentos de 1,3 vezes para o contaminante
Cd, 1,8 vezes para ACT e, em destaque, o aumento de 2,4 vezes para CBZ. Esses resultados,
portanto, condizem com a j& esperada agdo toxica dos contaminantes de estudo no referido
orgao, conforme indicado por Liu et al. (2006), USP DI (2006), Valdés et al. (2016),
Tomizawa e Casida (2005) e Terayama et al. (2016), indicando que os maiores niveis de
MDA em relagdo ao controle teriam relagdo com o aumento da produgdo deste biomarcador
pela ocorréncia de niveis de peroxidagdo lipidica decorrente da exposicdo aos
contaminantes. No entanto, ressalta-se que os valores de MDA para as exposi¢des mistas

ndo apresentaram significancia estatistica quando comparados com o controle.

78



Nos resultados referentes ao oOrgdo figado, foi observado um aumento da
concentragdo do biomarcador MDA em todas as exposi¢des em relagdo ao controle (valores
estatisticamente significativos em todos os casos), com destaque para a exposi¢ao unitaria
de CBZ (aumento de aproximadamente 7,50 vezes). Assim, semelhante ao observado no
orgdo cérebro, esses resultados condizem com o ja esperado efeito toxico dos contaminantes
de estudo no 6rgdo figado, e assim, estariam relacionados a ocorréncia de peroxidagao
lipidica resultante da exposi¢do aos contaminantes de estudo (CALEPA, 2000; ATDSR
(2012); Al Khalili e Murphy (2019); ALMEIDA, 2012; MIAO, METCALFE, 2003). Em
relacdo a isso, destaca-se sobretudo o maior nivel de MDA reportado, observado na
exposicdo a CBZ, possivelmente relacionado com a atuagdo de seu metabdlito toxico CBZ-
EP (VALDES et al.,, 2016; CALEPA, 2000; ATDSR, 2012); Al Khalili ¢ Murphy (2019);
ALMEIDA, 2012; MIAO, METCALFE, 2003). Embora tenha sido observado que os
resultados de MDA para as exposi¢Oes mistas tenham sido significativamente maiores que
o controle, sugerindo a ocorréncia de peroxidacdo lipidica decorrente das exposigoes,
ressalta-se que estas, entretanto, apresentaram concentragdes significativamente abaixo ou

semelhantes as observadas em suas respectivas exposi¢des unitarias.

Assim, sabendo-se que o biomarcador MDA ¢ um dos principais produtos da
peroxidagdo lipidica, sua concentragdo, determinada pelo método TBARS (thiobarbituric
acid reactive substances), esta relacionada com os niveis de peroxidagdo lipidica no
organismo, a qual vem sendo considerada o principal agente causador de danos em células
sob stress oxidativo (BARTOSKOVA et al.,, 2014; GE et al, 2015). Dessa forma, os
resultados apresentados para ambos os Orgdos indicaram aumento nas concentragdes de
MDA nas exposi¢des unitarias de CBZ, ACT e Cd em relagdo ao controle, apontando,
portanto, para a ocorréncia de estresse oxidativo associado a peroxidagao lipidica nos tecidos
do organismo modelo (neste caso, principalmente no 6rgao figado), podendo acarretar em
danos a fungdes celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). De modo semelhante, no
estudo realizado por Li ef al. (2010), foi observada uma tendéncia de aumento apos 21 dias
de exposicdo e um aumento significativo nos niveis de peroxidagdo lipidica (pelo método
TBARS) apdés 42 dias de exposicdo, em analises de cérebro de trutas da espécie
Oncorhynchus mykiss expostas a 0,2 mg L' de carbamazepina. Li et al. (2010) compararam
seus resultados de TBARS com os de atividade enzimatica nos organismos testados, tendo
encontrado de modo geral, um aumento na atividade enzimatica (CAT, SOD, GPx) nos

primeiros 7 dias de exposi¢do (relacionando a resposta do sistema antioxidante a exposi¢ao),
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seguindo-se uma tendéncia de diminui¢do aos 21 dias e de uma inibi¢do aos 42 dias. Segundo
os autores, essas inibi¢cdes de atividade enzimatica possivelmente relacionam-se com o
aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica, que teria comprometido o sistema de defesa
celular. Portanto, estima-se que caso fosse aplicado um maior tempo de exposi¢do do
contaminante CBZ no presente estudo, seriam esperados resultados semelhantes aos de Li
et al. (2010), com um gradativo comprometimento do sistema antioxidante e um aumento

da peroxidagao lipidica.

Além disso, destaca-se também o estudo de Topal et al. (2017), no qual foi
constatado o aumento significativo dos niveis de MDA (juntamente com o das enzimas SOD,
CAT e GPx) no cérebro de trutas expostas por 21 dias 4 5 mg L' do neonicotindide
imidacloprida, indicando a ocorréncia de peroxidagao lipidica e de uma resposta do sistema
antioxidante do organismo visando eliminar as EROs decorrentes da exposi¢do ao
contaminante. De modo semelhante, Banni ef al. (2011) também observaram um aumento
significativo na concentracdo de MDA, porém, acompanhado da inibi¢do significativa dos
niveis de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx), em figado de peixes Danio rerio
expostos a 0,4 mg L' de Cd por 21 dias, relacionando tanto o aumento de MDA, quanto a
inibicdo da atividade enzimatica, a atuagdo toxica do contaminante Cd. Dessa forma, uma
vez observados no presente estudo menores niveis de MDA na exposi¢ao unitaria de ACT
em comparagdo com as exposi¢cdes unitdrias CBZ e de Cd no 6rgao figado (também
observado nos demais biomarcadores), foram inferidas duas hipoteses para este fato. A
primeira hipdtese ¢ a de menor toxidade de contaminantes neonicotindides em relagdo as
demais exposicdes unitarias utilizadas, por uma maior eficidcia do referido 6rgdo na
desintoxicacdo deste contaminante e a segunda hipdtese € a de uma menor sensibilidade,
associada ao o6rgdo figado, a esta familia de contaminantes (GE et al.,, 2015). Destaca-se
também, que os menores valores de MDA para a exposic¢do unitaria de Cd no érgao cérebro
(também observado para os demais biomarcadores), refletiria uma maior sensibilidade do
referido 6rgdo aos contaminantes CBZ e ACT, uma vez que este ¢ considerado seu 6rgao

alvo primario de atuacdo (LIU et al., 2006; USP DI, 2006; TOMIZAWA; CASIDA, 2005).

Destaca-se também a relagdo de dependéncia entre o fator tempo de exposicao e o
aumento de MDA, indicada por Zheng ef al. (2016b) em relagao ao contaminante Cd. Assim,
Zheng et al. (2016b) constatou uma tendéncia de aumento nos niveis de MDA ja nas

primeiras 24 horas e um aumento significativo apés 96 horas de exposi¢do a 1 mg L™ de Cd,
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em cérebro e em figado de peixes zebrafish, explicando que estes resultados teriam
relacio com a geracdo de excesso de EROs pelo contaminante Cd, provocando a

peroxidacao lipidica.

Uma vez observada a literatura apresentada, bem como os niveis de MDA e dos
demais biomarcadores (acima dos observados no controle nas exposi¢des unitarias), ressalta-
se a hipdtese de que os resultados de exposicao por 96 horas aplicadas no presente estudo,
sugeririam um estagio intermedidrio entre o processo de diminuicdo dos biomarcadores e
aumento da peroxidacao lipidica. Assim, maiores tempos de exposi¢ao sob concentragdes
subletais dos contaminantes de estudo, conforme o cenario ambiental, poderiam acarretar

em aumento na geracdo de EROs, resultando no aumento na peroxidagao lipidica.

Ja em relacao as exposi¢des mistas, foram observados niveis de MDA acima dos
contatados no controle, apenas nas exposi¢des para o 6rgao figado, denotando a ocorréncia
de peroxidacao lipidica, porém de modo atenuado em relagdo as exposi¢des unitarias dos
contaminantes. Apesar da ja relatada caréncia de estudos na literatura com exposigdes mistas
relacionadas a ambientes aquaticos, destaca-se o estudo de Almeida et al. (2018), no qual foi
observado que ameijoas da espécie Ruditapes philippinarum, expostas por 28 dias a
combinagdo de Cd (0,5 pg L) com CBZ (1,0 pg L), apresentaram menores valores de
peroxidagio lipidica em comparagio com a exposi¢do unitaria a Cd (0,5 pg L),
assemelhando-se ao resultados observados no presente estudo. Os autores explicam que a
presenca do metal teria atenuado o efeito da CBZ. Além disso, ressalta-se que a diminuigao
nos niveis de peroxidacdo lipidica na exposi¢do combinada de CBZ+Cd, observados no
estudo de Almeida et al. (2018), poderiam estar relacionados ao aumento nos niveis de GST,
que possui a capacidade de atuar amenizando a peroxidacao lipidica celular (YAN et al.,
2015a). Assim, infere-se que efeitos semelhantes aos observados por Almeida et al. (2018),
teriam influenciado os resultados do presente estudo para as exposi¢des mistas, podendo ter
ocorrido atenuagao dos efeitos da CBZ quando em conjunto com o metal Cd. Além disso,
ressalta-se a hipotese de eficacia do sistema antioxidante no combate as EROs geradas a
partir dos contaminantes de estudo, sobretudo associada aos niveis de GSH, maiores que os
observados no controle e, ainda, a possivel atuagdo protetiva por enzimas antioxidantes nao

analisadas, como SOD e GPx.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou, por meio de biomarcadores de estresse oxidativo, os
efeitos subletais observados no organismo modelo Danio rerio exposto a carbamazepina,
acetamiprida e cadmio (concentragdes na ordem de pg L'') em sistemas unitirios e em
misturas. As andlises dos diferentes biomarcadores (GST, CAT, GSH, MT ¢ MDA) para
exposicoes unitarias e misturas dos contaminantes, demostraram, de modo geral, alteragdes
nos niveis de todos os biomarcadores estudados, nos o6rgaos cérebro e figado. Dessa forma,
alerta-se para a possibilidade de quebra da homeostase dos organismos, associada ao
aumento das espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo), demonstrada pela ocorréncia
de peroxidacdo lipidica. Além disso, excetuando-se os resultados de GSH, que sugeriram
por vezes interagdes potenciais e aditivas nos efeitos das combinagdes de contaminantes,
destaca-se que os demais biomarcadores apresentaram resultados para exposi¢des em
mistura menores que a soma dos respectivos resultados de exposi¢ao unitaria, sugerindo uma

interagdo antagdnica entre os contaminantes para GST, CAT, MT e MDA.

Ressalta-se que os resultados das exposi¢des unitarias de CBZ resultaram nos
maiores efeitos de resposta dos diferentes biomarcadores (CAT, GST, GSH, MT e MDA),
sugerindo que este contaminante ambiental teria sido o mais nocivo dentre os trés. Uma vez
que essa resposta para CBZ foi observada principalmente para 6rgao figado, infere-se que
os efeitos deste contaminante teriam sido agravados pela atuagdo do metabdlito toxico CBZ-
EP formado no referido 6rgdo. Por outro lado, o contaminante ACT foi o que apresentou os
menores niveis de respostas dos biomarcadores para orgdao figado, possivelmente
relacionados a uma menor sensibilidade do 6rgdo em relacdo a este contaminante, ja
reportada pela literatura, sobretudo quanto a atividade da enzima CAT. No entanto, ressalta-
se que, para as exposi¢cdes no Orgdo cérebro, o contaminante Cd foi o que apresentou
menores valores de resposta dos biomarcadores de estudo, possivelmente devido a maior
sensibilidade deste 6rgdo aos contaminantes CBZ e ACT, uma vez ser este seu 6rgao alvo de
atuacdo. Ressalta-se também que, os resultados do presente estudo indicaram que a
contaminagdo com Cd na ordem de pg L', concentragdo 8 vezes menor que o permitido para
lancamento de efluentes pela Norma CONAMA 430/11, ¢ capaz de causar alteragdes no
sistema antioxidante, resultando em peroxidacao lipidica, alertando para a permissividade

legislativa na liberagdo desse contaminante no ambiente em niveis comprovadamente
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danosos para organismos aquaticos. Por fim, os niveis de peroxidacdo lipidica observados
em conjunto com niveis de biomarcadores, significativamente superiores aos de controles,
sugeriu que o cenario de uma contaminagao por 96 horas aos contaminantes de estudo na
concentragdo utilizada, teria indicado em estagio intermediario dos efeitos toxicos das
substancias, apontando que em maiores tempos de exposi¢do, seriam observados danos ao
sistema antioxidante do organismo, podendo causar a inibi¢cao dos biomarcadores CAT, GST,

GSH e MT, e niveis ainda maiores de peroxidagao lipidica.

Assim, uma vez sugerida a ocorréncia de estresse oxidativo associado a
concentragdo ambiental dos contaminantes emergentes estudados, alerta-se para a
possibilidade de os mesmos efeitos serem observados em situagdes semelhantes no ambiente
natural em organismos ndo alvo, sobretudo pela persisténcia associada a estes
contaminantes. Além disso, alerta-se para a necessidade de novos estudos de investigagdo
desses contaminantes e de seus efeitos, sobretudo combinados com contaminantes ja
regulamentados, para aumento do conhecimento de seus reais efeitos aos organismos nao
alvo e ao meio ambiente natural e, assim, podendo influenciar positivamente na elaboracao
de leis mais restringentes quanto a contaminantes que podem afetar aspectos de

saude publica.
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7. RECOMENDACOES FUTURAS

Uma vez compreendida a importancia dos avangos nos estudos dos efeitos de
contaminantes emergentes a concentragdes ambientais, sobretudo com uma abordagem que
engloba diferentes combinagdes de contaminantes, ressalta-se a necessidade de novos
estudos para aprofundamento compreensdo da problematica de satde publica. Assim, sdao
recomendas novas investigacdes que permitam, por exemplo, ampliar o entendimento dos
efeitos nao letais dos contaminantes de estudo por meio da analise dos biomarcadores
acetilcolinesterase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa oxidada. Além
disso, sobretudo, sdo recomendadas avaliagdes dos efeitos destes contaminantes
administrados sob a forma de exposigdes cronicas, permitindo observagdes ainda mais

realistas sobre seus potenciais efeitos toxicos a concentragdes ambientais.
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= 1.9%0 fémeas, peso: 280 gramas;

Rio de Janeiro, 27 de margo de 2018,

| Etefdia Moraes Molinaro

Vice-Coordenadora da CEUAfFIOCRUZ
. H.H"j“

et
ARFE



ANEXO II

Laudos de monitoramento fisicoquimico da 4gua utilizadas nos ensaios



FIOCRUZ

DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL

SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS
RESULTADOS DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLA NACIONAL

SERS

L DE 540
AROU

1610 ARO!
ENSP

¢ POBLICA
IcA

Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro

|Matriz das amostras: Agua de aquario

Amostras Resultados (valores médios das determinagdes de trés replicatas)
re;\i';ro rec';iti; ‘:‘;to Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) pH (20°C)
Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO3 /L) (mg/L) (unidade de pH)
138/18 14/03/2018 90,08 18,66 10,84 740
166/18 22/03/2018 96,19 21,02 8,20 7,55
167/18 22/03/2018 96,05 20,73 8,08 733
172/18 26/03/2018 98,32 20,94 6,75 748
173/18 26/03/2018 99,47 2111 6,38 718
180/18 02/04/2018 141,28 25,16 19,35 7,76
181/18 02/04/2018 140,53 25,82 18,83 7,56
207/18 06/04/2018 150,99 26,65 14,80 7,71
208/18 06/04/2018 151,97 27,85 14,79 744
209/18 09/04/2018 106,21 21,33 8,19 7,64
210/18 09/04/2018 108,15 21,61 8,37 742
211/18 09/04/2018 106,71 21,25 8,36 7,32
212/18 09/04/2018 106,34 21,38 8,33 7,31
222/18 13/04/2018 116,50 2351 6,28 7,62
223/18 13/04/2018 121,52 24,85 6,20 727
224/18 13/04/2018 115,20 22,49 7,06 7,21

|Analista (s): Gabriel, Lucas, Vinicius e Denise




DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL

SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS
ROCRUZ RESULTADOS DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLANACIONAL

L DE 540
AROU

SERGIO ARO
ENSP

02 PUBLICA
icA

Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro

|Matriz das amostras: Agua de aquario

Amostras Resultados (valores médios das determinagdes de trés replicatas)
regl]\ilsotro reiﬁ; ‘:ito Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) pH (20°C)
Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO3 /L) (mg/L) (unidade de pH)
225/18 13/04/2018 114,40 22,44 6,23 7,16
310/18 21/05/2018 131,34 24,10 8,20 717
311/18 21/05/2018 131,84 24,26 8,11 7,20
312/18 21/05/2018 130,24 24,05 8,24 7,20
313/18 21/05/2018 127,87 24,18 7,69 7,50
331/18 25/05/2018 131,56 25,23 8,31 7,46
332/18 25/05/2018 138,57 2549 8,12 7,33
333/18 25/05/2018 133,79 24,29 7,15 7,30
334/18 25/05/2018 143,23 25,29 6,77 7,10

|Analista (s): Gabriel, Lucas, Vinicius e Denise




DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL
SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
SERGIO ARQUC.

FloCRUZ RESULTADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS '
Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro |Matriz das amostras: Agua de aquario
Amostras Resultados (valores médios das determinacgdes de trés replicatas)
regI]\il;’tro re(liaatl:i?n gito Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) pH (20°C)
Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO3 /L) (mg/L) (unidade de pH)

505/18 16/07/2018 217,90 21,70 4,65 6,22
506/18 16/07/2018 218,96 36,17 5,10 6,32
507/18 16/07/2018 217,20 36,06 5,09 6,30
508/18 16/07/2018 216,76 36,22 492 6,30
549/18 20/07/2018 220,80 21,70 292 6,71
550/18 20/07/2018 221,02 36,39 2,85 6,71
551/18 20/07/2018 218,90 35,84 2,75 6,64
552/18 20/07/2018 220,35 36,29 2,74 6,70
573/18 30/07/2018 144,90 - 2,67 6,88
574/18 30/07/2018 142,92 - 2,71 6,92
575/18 30/07/2018 143,22 - 2,66 6,95
576/18 30/07/2018 141,83 - 2,68 6,90
592/18 03/08/2018 151,30 21,70 2,79 6,70
593/18 03/08/2018 148,06 23,77 2,65 6,66
594/18 03/08/2018 145,25 23,30 2,67 6,76
595/18 03/08/2018 99,25 24,09 2,67 7,30

|Ana|ista (s): Gabriel, Lucas, Vinicius, Denise, Matheus e Thais




DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL
SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
SERGIO AROUCA
ENSP

Flockuz RESULTADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS

Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro |Matriz das amostras: Agua de aquario

Amostras Resultados (valores medios das determinacgdes de trés replicatas)

re;\i';m recDeZtifn Zito Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) pH (20°C)

Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO3 /L) (mg/L) (unidade de pH)
596/18 06/08/2018 149,80 21,70 2,01 6,97
597/18 06/08/2018 155,40 45,32 2,04 7,18
598/18 06/08/2018 155,16 45,45 2,02 719
599/18 06/08/2018 152,98 45,19 2,19 7,30
600/18 10/08/2018 148,40 21,70 2,62 718
601/18 10/08/2018 150,24 48,29 2,71 7,22
602/18 | 10/08/2018 147,00 49,76 2,68 7,14
614/18 10/08/2018 149,58 48,36 241 7,10
624/18 17/08/2018 114,50 21,73 2,52 718
625/18 17/08/2018 192,18 41,21 2,10 6,87
626/18 17/08/2018 166,32 40,68 245 7,03
627/18 17/08/2018 165,21 40,85 246 7,00
628/18 17/08/2018 156,93 40,35 240 7,00
629/18 17/08/2018 155,36 47,32 243 6,90

|Ana|ista (s): Gabriel, Denise, Matheus e Thais




DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL
SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
SERGIO AROUCA
ENSP

FIocRUZ RESULTADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS
Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro |Matriz das amostras: Agua de aquario
Amostras Resultados (valores medios das determinacgdes de trés replicatas)
regl]\ils"tro recheT)ti; (:ito Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) p'H (20°C)
Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO3 /L) (mg/L) (unidade de pH)

642/18 21/08/2018 172,60 21,70 245 715
643/18 21/08/2018 166,99 20,32 2,72 7,14
644/18 21/08/2018 161,40 19,25 2,69 711
645/18 21/08/2018 160,62 19,52 2,55 7,00
739/18 28/08/2018 229,53 21,73 3,24 715
740/18 28/08/2018 218,32 23,49 3,24 7,26
741/18 28/08/2018 244,45 23,06 3,23 7,23
742/18 28/08/2018 24546 23,37 3,94 7,30
784/18 05/10/2018 348,44 21,73 248 744
785/18 05/10/2018 353,55 23,46 248 7,69
786/18 05/10/2018 352,14 23,30 2,30 7,59
787/18 05/10/2018 341,07 23,13 2,31 7,40
792/18 09/10/2018 353,29 21,73 2,61 7,25
793/18 09/10/2018 348,66 22,13 244 7,23
794/18 09/10/2018 345,33 22,11 2,34 7,22
795/18 09/10/2018 335,84 22,05 2,39 7,20

|Ana|ista (s): Gabriel, Denise, Matheus e Thais




DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL
SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
SERGIO AROUCA
ENSP

FIocRUZ RESULTADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS
Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro |Matriz das amostras: Agua de aquario
Amostras Resultados (valores medios das determinacgdes de trés replicatas)
regl]\ils"tro recheT)ti; (:ito Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) p'H (20°C)
Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO3 /L) (mg/L) (unidade de pH)

822/18 19/10/2018 242,90 21,70 2,63 6,41
823/18 19/10/2018 243,13 2143 2,55 6,43
824/18 19/10/2018 24431 21,83 2,51 6,38
825/18 19/10/2018 243,83 2152 2,19 6,30
829/18 23/10/2018 259,80 21,70 2,18 7,06
830/18 23/10/2018 263,63 2359 2,15 7,02
831/18 23/10/2018 255,56 22,92 2,61 6,99
832/18 23/10/2018 253,18 22,58 2,75 7,00
835/18 26/10/2018 175,90 21,70 244 6,69
836/18 26/10/2018 190,90 25,58 2,32 6,55
837/18 26/10/2018 175,23 2397 2,35 6,60
838/18 26/10/2018 199,43 25,81 2,73 6,50
855/18 30/10/2018 207,90 2547 2,29 6,78
856/18 30/10/2018 227,32 26,14 2,33 6,80
857/18 30/10/2018 205,30 24,37 2,61 6,86
858/18 30/10/2018 235,20 26,92 2,58 6,80

|Ana|ista (s): Gabriel, Denise, Matheus e Thais




DEPARTAMENTO DE SANEAMENTO E SAUDE AMBIENTAL
SETOR DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS

ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
SERGIO AROUCA
ENSP

FIoCRUZ RESULTADOS DE ANALISES FISICO-QUIMICAS
Pesquisador: Enrico Mendes Saggioro |Matriz das amostras: Agua de aquario
Amostras Resultados (valores medios das determinagdes de trés replicatas)
regI]\ilsc’tlro reizti; gito Condutividade (25 °C) Dureza Total Oxigénio Dissolvido (20 °C) PH (20°C)
Lab. DSSA | Lab. DSSA (uS/cm) (como mgde CaCO;3 /L) (mg/L) (unidade de pH)

871/18 01/11/2018 123,90 20,12 6,98 6,97
872/18 01/11/2018 126,42 20,84 6,58 6,95
873/18 01/11/2018 131,65 20,64 6,50 6,81
874/18 01/11/2018 131,79 21,05 6,06 6,90
880/18 05/11/2018 143,00 19,60 6,65 7,10
881/18 05/11/2018 145,12 21,10 6,39 6,90
882/18 05/11/2018 149,80 20,40 7,04 7,10
883/18 05/11/2018 148,30 19,30 7,29 7,05
908/18 09/11/2018 120,40 22,30 718 6,91
909/18 09/11/2018 117,37 22,14 717 6,84
910/18 09/11/2018 131,91 24,29 7,28 6,77
911/18 09/11/2018 129,10 23,83 7,03 6,70
924/18 13/11/2018 138,90 23,02 6,29 6,80
925/18 13/11/2018 140,83 23,31 6,35 6,39
926/18 13/11/2018 157,27 24,73 741 6,91
927/18 13/11/2018 153,03 2342 6,87 6,90

|Analista (s): Gabriel, Denise, Matheus e Thais







