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SANTOS-SILVA, Thais Graciano. Efeitos dos contaminantes emergentes cafeina
e triclosan em tele6steo Neotropical. 2017. 123 f. Tese de Doutorado. (Programa
de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

RESUMO

Contaminantes emergentes sdo compostos frequentemente encontrados em baixas
concentracbes nos ecossistemas aquaticos e que podem ocasionar danos a biota
local, mas que ainda n&o possuem leis que regularizem seu descarte nesses
ambientes. Produtos farmacéuticos e de higiene pessoal merecem destaque nesta
categoria de contaminantes, uma vez que sdo substancias de uso diario
relacionadas a saude e bem-estar da espécie humana. Diante disso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos de dois contaminantes emergentes, cafeina e triclosan,
para o peixe Neotropical Prochilodus lineatus, por meio de biomarcadores
bioquimicos, genéticos, fisiolégicos, hematologicos e comportamentais, apos 24 e
168 h de exposicdo. Para isso, peixes jovens foram colocados em aquarios
contendo &gua limpa (CTR), concentracdes de cafeina de 0,3; 3 e 30 pg.L™" (CAF
0,3; CAF 3 e CAF 30), concentracdes de triclosan de 0,1; 1 e 10 pg.L™ (TCS 0,1;
TCS 1 e TCS 10) ou metanol (solvente do triclosan). Dos resultados obtidos pode-se
destacar que a cafeina aumentou a atividade de enzimas de biotransformacéo no
figado e diminui no cérebro apds 168 h, porém isto ndo se refletiu num estado de
estresse oxidativo. A cafeina também promoveu alteracbes nas concentracbes
plasmaticas de alguns ions e reducdo na atividade branquial de ezimas de
transporte ibnico, tanto em 24 h quanto em 168 h. O comportamento na natacéao de
P. lineatus também foi afetado pela cafeina, porém esta interferéncia parece nao
estar relacionada com a atividade da acetilcolinesterase muscular. Por sua vez, o
triclosan foi mais toxico para P. lineatus ocasionando a morte de alguns individuos e
promovendo danos oxidativos no figado dos peixes expostos a maior concentracao
(TCS10) durante 168 h. Em conjunto, esses resultados mostram que a exposi¢cao ao
triclosan causa danos mais severos no figado enquanto a cafeina atua mais nas
branquias e no sistema nervoso, influenciando o comportamento de P. lineatus.
Além disso, cabe ressaltar que tanto a cafeina como o triclosan precisam ser
incluidos na legislacdo ambiental, uma vez que a presenca destes contaminantes
em corpos de agua promovem alteracdes significativas na homeostase de uma
espécie de peixe Neotropical.

Palavras-chave: Biomarcadores.  Biotransformagdo. Estresse  oxidativo.
Comportamento. Osmorregulacao. Prochilodus lineatus.
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ABSTRACT

Emerging contaminants are compounds frequently found at very low concentrations
in aquatic ecosystems that may cause damage to aquatic biota, but there are still no
regulation concerning their disposal in these ecosystems in environmental legislation.
Pharmaceuticals and personal care products have been considered emerging
contaminants of great concern, as they are substances of daily use related to the
health and well-being of the human species. Therefore, the objective of this work was
to evaluate the effects of two emerging contaminants, caffeine and triclosan, on the
Neotropical freshwater fish Prochilodus lineatus, by using biochemical, genotoxic,
physiological, hematological and behavioral biomarkers, after 24 and 168 h of
exposure. Juvenile fish were placed in aquaria containing clean water (CTR),
caffeine at concentrations of 0.3; 3 and 30 pg.L* (CAF 0.3, CAF 3 and CAF 30),
triclosan at concentrations of 0.1; 1 and 10 pg.L™* (TCS 0.1, TCS 1 and TCS 10) or
methanol (triclosan solvent). Among the more important results we can point out that
caffeine exposure increased the activity of biotransformation enzymes in the liver but
reduced the activity of these enzymes in the brain, nevertheless caffeine did not lead
to a state of oxidative stress. Caffeine also promoted alterations in plasmatic
concentrations of some ions and reduced gill activity of ionic transport enzymes, after
both exposure periods. The swimming behavior of P. lineatus was affected by
caffeine, however this effect does not seem to be related with muscle
acetylcholinesterase activity. On the other hand, triclosan was more toxic to P.
lineatus, causing the death of some individuals and promoting oxidative damage in
the liver of fish exposed to the highest concentration (TCS10) for 168 h. Taken
together, these results show that exposure to triclosan causes more severe damage
to the liver while caffeine acts more on the gills and nervous system, influencing the
behavior of P. lineatus. In addition, it should be emphasized that both caffeine and
triclosan need to be included in environmental legislation, since the presence of
these contaminants in water bodies promotes significant changes in the homeostasis
of a Neotropical fish species

Key-words: Biomarkers. Biotransformation. Oxidative stress. Behavior.
Osmoregulation. Prochilodus lineatus.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Poluentes Emergentes e a Contaminacao Aquatica

O desenvolvimento de tecnologias que visam facilitar a vida moderna
acarretou em uma maior producdo de substancias quimicas que, deliberadamente,
sdo lancadas no ambiente gerando uma potencial ameacga para 0S seres Vivos.
Concomitantemente, o aumento na demanda por recursos hidricos para a producao
e descarte destes compostos de origem antrépica despertou uma maior
preocupacdo com a qualidade dos ecossistemas aquaticos (Bolong et al., 2009;
Wilkinson et al., 2016). Até o inicio da década de 1990, a poluicdo aquatica estava
associada a compostos apolares como poluentes organicos persistentes (POP) e
metais. Com isso, tais contaminantes foram sofrendo reducdo em sua emissao para
0S ecossistemas, visto que suas fontes poluidoras comecaram a adotar medidas
adequadas para o descarte de tais substancias. Entretanto, outros compostos que
nado apresentavam relevancia para a problematica da contaminacdo aquatica
comecaram a ser investigados com maior cautela, passando a ser conhecidos como
contaminantes emergentes (Petrovic et al., 2003).

E considerado um contaminante emergente qualquer substancia que ainda
nao esta regulamentada por leis ambientais, mas que, frequentemente, € detectada
em ecossistemas aquaticos. Por serem encontrados em concentragdes proximas de
ng.L™ e pg.L?, os contaminantes emergentes também sdo denominados
micropoluentes (Luo et al., 2014; Campanha et al., 2015). Esta classe de
contaminantes inclui produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, drogas ilicitas,
nanomateriais, genes de resisténcia a antibioticos, hormonios, surfactantes, aditivos
industriais e retardantes de chama. Apesar dos baixos niveis de concentracdes
encontrados nos ambientes, sabe-se que estes contaminantes sdo capazes de
ocasionar efeitos adversos na salde humana e dos ecossistemas (Noguera-Oviedo
e Aga, 2016)

Os produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PFHP) merecem destaque
nesta categoria por serem substancias relacionadas a saude e bem-estar da espécie
humana e espécies de criacdo, resultando em um alto consumo diario. Além disso,

sua entrada no ambiente aquatico ocorre de maneira simples: através da excrecao
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apos seu consumo ou do descarte direto do produto ndo utilizado (Figura 1) (Stuart
et al., 2012; Yang et al., 2014; Wilkinson et al., 2015). Contudo, sabe-se que tais
compostos ndo sao eficientemente removidos através de processos de tratamento
de agua convencionais, o que remete a uma atencado maior sobre a presenca destes
produtos em fontes hidricas abastecidas por efluentes de aguas residuais (Jardim et
al., 2012; Blair et al., 2013).

Produtos Farmacéuticos e de

Higiene Pessoal

Efluentes Efluentes Tratamento de Tratamento de Descarte
Dométicos Hospitalares Animais de Criacao Aquicultura Inadequado
>
>
| Estacédo de Tratamento de Aguas Residuais | | Aguas Superficiais

Figura 1: Possiveis fontes poluidoras de aguas superficiais por produtos farmacéuticos e de higiene
pessoal (baseado em Yang et al., 2014).

No Brasil, a resolucdo 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2005) dispGe sobre as condicdes e padrdoes de langcamento de efluentes,
porém ndo constam informacbes sobre os padrbées de PFHP permitidos nos
ecossistemas aquaticos. Ja na resolucédo 358 (CONAMA, 2005) é discorrido sobre o
tratamento e a disposicéao final dos residuos dos servicos de saude e, mais uma vez,
ndo existem consideracdes sobre a presen¢a de PFHP nos recursos hidricos, o que
leva a considerar uma melhor avaliagcdo sobre a manipulacdo de descarte destas
substancias diretamente ou proximas a corpos d’agua. Em outros paises, as

legislacbes também enfrentam dificuldades para regulamentar tais compostos, uma
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vez que estes produtos quimicos possuem caracteristicas que exigem consideracao
adicional ao aplicar os critérios de qualidade de agua para a protecdo da vida
aquética, como, por exemplo, a baixa toxicidade e interferéncia na reproducéo
(USEPA, 2016).

A presenca de contaminantes emergentes em ecossistemas aquaticos vem
sendo pesquisada desde a década de 1960, quando as metodologias analiticas se
tornaram sensiveis o suficiente para identificar esses compostos (Noguera-Oviedo e
Aga, 2016). Contudo, os avancos das metodologias para a deteccdo destes
micropoluentes também exp06s a ineficiéncia dos tratamentos de aguas residuais em
eliminar estas substancias, uma vez que possuem alta persisténcia e constante
introducdo no ambiente aquético (Luo et al., 2014). Por isso, diversos estudos vém
sendo desenvolvidos para investigar quais S80 0s principais contaminantes
emergentes presentes nos ambientes aquaticos, e dois compostos que tém sido
frequentemente encontrados sédo a cafeina e o triclosan (Sodré et al., 2010; Blair et
al., 2013; Luo et al., 2014; Montagner et al., 2014a; Lopez-Doval et al., 2017).

Tabela 1: Concentracbes médias (ng.L'l) de cafeina e triclosan encontradas em amostras de aguas
superficiais de diversos paises.

Paises Cafeina Referéncia Triclosan Referéncia
220 Sodré et al. 66 Montagner et al.
(2010) (2014a)
Brasil 17 - 4726 Lopez-Doval et al. 29 Lopez-Doval et al.
(2017) (2017)
73080 Campanha et al. 86,9 Campanha et al.
(2015) (2015)
Alemanha 143 Musolff et al. 100 Von der Ohe et al.
(2009) (2012)
China 23,8-6255  zhyetal (2013) 6,5 - 478 Zhao et al. (2010)
Espanha 2901 Huerta-Fontela et 45 Kuster et al.
al. (2007) (2008)
190 Stackelberg et al. 178,3 Perez et al.
EUA (2007) (2013)
310 Blair et al. (2013) 97 Blair et al. (2013)
ltalia 1056 15

Loos et al. (2007)

Loos et al. (2007)
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1.2 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma substancia alcaloide que pode ser
extraida de sementes, folhas e frutos de mais de 60 plantas, incluindo cacau
(Theobroma cacao), erva-mate (llex paraguariensis), guarana (Paullinia cupana) e
café (Coffea arabica e C. robusta), sendo esta ultima considerada a principal fonte
de cafeina no mundo (Heckman et al., 2010; Banerjee et al., 2014). Sua producao
mundial equivale a aproximadamente 10 a 15 mil toneladas por ano e sua
comercializagdo ocorre principalmente na forma de alimentos e bebidas ou
associada a farmacos (Montagner et al., 2014b). O seu amplo consumo esta
relacionado aos seus efeitos estimulantes no sistema nervoso central, refletindo na
reducdo da fadiga e aumento da concentragéo, estado de alerta e resisténcia fisica,
além de recentes estudos terem demonstrado sua contribuicdo na perda de peso
(Heckman et al., 2010).

Apesar de seus beneficios a saude humana, a cafeina vem se destacando
como um dos principais contaminantes de ambientes aquaticos, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, como alta solubilidade em agua e baixa volatilidade,
além da facilidade de entrada nos corpos hidricos através do esgoto doméstico
(Montagner et al.,, 2014b; Edwards et al., 2015). Estudos de monitoramento de
ambientes aquaticos dulcicolas apontam a alta incidéncia de amostras contendo
cafefna com concentragdes que variam de 0,001 pg.L™* a 753 pg.L™ (Petrovic et al.,
2003; Canela et al., 2014). Diante disso, a cafeina é apontada como um potencial
marcador quimico para a identificacdo de contaminagéo antrépica (Montagner et al.,
2014b).

A partir do momento em que a cafeina alcanca um ambiente hidrico, pode
haver uma interacdo com a biota local, por isso se faz necessario uma avaliacao dos
possiveis efeitos da cafeina para estes organismos. Por seus principais efeitos em
mamiferos estarem relacionados ao sistema nervoso, para animais aquéticos os
trabalhos relacionando a cafeina e biomarcadores neuroldgicos e comportamentais
sao relativamente mais abordados na literatura (Li et al.,, 2012; Richendrfer et al.,
2012; Rodriguez et al., 2014; Ladu et al.,, 2015). Contudo, ainda € necessario
explorar outros possiveis efeitos da cafeina, principalmente alteracdes a nivel
subcelular, o qual pode ser usado como importante ferramenta para avaliar
precocemente o0s efeitos da cafeina para uma espécie, comunidades ou

ecossistemas (Lam, 2009). Alguns trabalhos envolvem a investigacao de alteracdes
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feitas pela cafeina em enzimas de biotransformacdo e danos oxidativos em
invertebrados aquaticos (Aguirre-Martinez et al., 2015; Aguirre-Martinez et al., 2016;
Cruz et al., 2016), mas ainda sdo poucos 0s que abrangem espécies de peixes (Li et
al., 2012).

Quadro 1: Estrutura quimica e propriedades fisicas e quimicas da cafeina.

ik
N N\]/O
Estrutura quimica </ | \
/N CHs
HaC o

Formula CsH10N4O>
CAS 58-08-2
Peso molecular 194,2 g.mol*
Solubilidade em agua 1
(20°0) 21,7 g.L
Coeficiente de particao 0.01
octanol-agua (Kow) ’
Constante de dissociacao 10.1
acida (pKa) ’
Ponto de fusao 235°C

Extraido de: Raimundo, C.C.M., 2011.

1.3 Triclosan

O triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)-fenol) € um agente antimicrobiano
utilizado em produtos de higiene pessoal (incluindo sabonetes, desodorantes, pastas
de dentes, entre outros) em concentracdes préoximas de 0,1 a 0,3% (Sabaliunas et
al., 2003; Liang et al., 2013). Foi sintetizado pela primeira vez no inicio da década de
1960 pela empresa suica Ciba-Geigy e desde entédo tem sido empregado como um
dos principais principios ativos de produtos bactericidas em diversos paises (Jones
et al., 2000; Dann; Hotela, 2011). Este composto atua interferindo na sintese de
acidos graxos, bloqueando a atividade da Fabl (carreadora de enoil-acila redutase),
0 gque resulta em danos na membrana plasmatica de bactérias (McMurry et al., 1998;

Russel, 2004; Escalada et al., 2005). Sendo assim, o triclosan possui alta eficiéncia
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microbicida, atingindo um amplo espectro, incluindo bactérias gram positivas e gram
negativas (Escalada et al., 2005).

Ao contrario da cafeina que tem como principal organismo-alvo a espécie
humana, o triclosan foi sintetizado para agir contra organismos procariontes e, por
isso, 0s primeiros estudos relacionados a este composto foram associados a sua
letalidade para micro-organismos e sua toxicidade para mamiferos (Bhargava e
Leonard, 1996). Contudo, a partir do momento em que o triclosan se tornou uma
preocupacao ecoldgica por se tratar de um contaminante emergente de ambientes
aguaticos, estudos sobre seus efeitos em outros organismos passaram a ser
relevantes (Dan e Hontela, 2011). Alguns trabalhos jA& demonstram os efeitos do
triclosan em organismos aquaticos invertebrados (Lin et al., 2010; Bineli et al., 2011,
Cortez et al., 2012) e em peixes (Liang et al., 2013; Ku et al., 2014; Escarrone et al.,
2016), mas ainda € necessario entender melhor em quais vias metabdlicas o
triclosan pode influenciar.

A contaminagao aquatica por triclosan no Brasil ja foi relatada por Montagner
e colaboradores (2014a) em um trabalho feito em rios do estado de Sao Paulo, no
qual os autores encontraram concentracdes proximas a 66 ng.L. No mesmo
trabalho, os autores revisaram trabalhos desde o inicio dos anos 2000, onde
pesquisadores de varias partes do mundo mostraram a presenca de triclosan em
aguas superficiais em concentracées que variaram de 0,2 a 478 ng.L™*. Como pode
ser percebida, a contaminacdo por triclosan ndo € uma questdo particular de um
determinado pais e medidas devem ser tomadas o mais rapido possivel. Alguns
paises j& restringiram o uso de triclosan em determinadas ocasifes, como por
exemplo, o Japao que proibiu a presenca do composto em cosméticos ou a
Alemanha que baniu seu uso em plasticos (Lee et al., 2013). No Brasil, a resolucéo
RDC n° 79/2000 permite a concentracdo maxima de 0,3% de triclosan para produtos
cosméticos, de higiene e perfumes (ANVISA, 2000). Porém, em todos estes casos, a
preocupacdo maior é com a resisténcia a bactérias que o triclosan poderia

ocasionar, e ndo a poluicdo aquatica.
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Quadro 2: Estrutura quimica e propriedades fisicas e quimicas do triclosan.

Cl OH
Estrutura quimica (@)
Cl Cl
Férmula C12H7Cl30,
CAS 3380-34-5
Peso molecular 289,5 g.mol™
Solubilidade em agua 4
(20°C) 10 mg.L
Coeficiente de particéo 48
octanol-dgua (Kow) '
Constante de dissociacéo 78
acida (pKa) ’
Ponto de fuséo 180 °C

Extraido de: Raimundo, C.C.M., 2011.

1.4 Monitoramento de Ecossistemas Aquaticos Contaminados

1.4.1 O uso de biomarcadores

A detecc¢do da presencga ou ndo de contaminantes emergentes na agua nao
€ o suficiente para prevenir ou remediar alteracfes ecoloégicas mais graves, pois,
além da investigagdo qualitativa e quantitativa do contaminante, também deve ser
considerada se a concentracdo presente € segura para os diferentes organismos
daquele ecossistema. Exemplo disso sdo algumas substancias orgéanicas e
inorganicas ja previstas na legislacéo brasileira (CONAMA, 2005) que possuem uma
concentragdo maxima permitida, mas que ja demonstraram causar efeitos adversos
em peixes (Santos e Martinez, 2012; Moreno et al., 2014; Silva e Martinez, 2014,
Simonato et al., 2016).

Atualmente, o monitoramento ambiental ideal € aquele que associa as
andlises quimicas e fisicas da agua a parametros biolégicos, tornando possivel um

escaneamento precoce de um local contaminado, antes que ocorram danos
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irreversiveis (Nikinmaa, 2014). Um exemplo é o uso de biomarcadores que, através
de alteracbes na fisiologia normal de um organismo, torna-se possivel a
determinacdo de efeitos em resposta a presenca de um xenobio6tico (Lam, 2009;
Nikinmaa, 2014). Os biomarcadores podem ser aplicados em pesquisas de campo,
nas quais servem para dar uma visao geral da situacéo local, ou seja, se 0 ambiente
estd passando por algum tipo de contaminacdo e o quéo isto esta influenciando a
biota local. Mas, pode-se utilizar biomarcadores em bioensaios laboratoriais, nos
quais o organismo-teste é submetido a condicdes monitoradas e a variante é
determinada pelo pesquisador, sendo assim, os efeitos de determinado
contaminante para aquele organismo sao melhores investigados (Smolders et al.,
2004).

Para contaminantes emergentes, alguns estudos utilizando biomarcadores
foram aplicados em invertebrados e vertebrados (Nassef et al., 2009; Pal et al.,
2010; Dan e Hontela, 2011; Li et al., 2012; Bang et al., 2015), demonstrando que ja
existe um interesse em compreender melhor a acdo desses compostos em
organismos aquaticos. A utilizacdo de diversos tipos de biomarcadores permite
entender como cada agente toxico age em um determinado organismo e como este
tenta eliminar e/ou amenizar seus efeitos, avaliando-se quais mudancas bioldgicas
foram causadas pelo xenobidtico (Li et al., 2012; Nikinmaa, 2014). A escolha dos
biomarcadores que serdo aplicados nestes estudos dependera de quais podem
descrever melhor a rota de acéo e detoxificacdo do xenobidtico em questdo para o
organismo-teste (Salamant e Zarie, 2012).

Os biomarcadores bioquimicos sdo amplamente utilizados em ensaio
ecotoxicoldgicos por apresentarem respostas rapidas a exposicao, serem de facil
determinacdo, possuirem alta especificidade a determinados contaminantes e
demonstrarem uma relacdo de resposta dose-dependente (Van der Oost et al.,
2003; Lam, 2009; Nikinmaa, 2014). Enzimas envolvidas na biotransformacéo de
compostos enddgenos e exodgenos (Figura 2), como € o0 caso das enzimas
etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e a glutationa S-transferase (GST), sao
excelentes biomarcadores por estarem intimamente ligadas a detoxificagdo do
organismo perante um contaminante, demontrando como um Xxenobidtico pode

influenciar neste mecanismo (Van der Oost et al., 2003).
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4 Fasel Fasell
[ xenobiotico ] > [ metabdlito primario ] - ";[ metabdlito secundario ]
Meodificagdes quimicas Conjugagio

(oxidagao, reducio e hidralise) (GST e outros)

Figura 2: Biotransformacdo de compostos exdgenos (Baseado em Van der Oost et al., 2003;
Nikinmaa, 2014).

O processo de biotransformacao de xenobiéticos, bem como o metabolismo
celular basal, podem gerar espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como anion
radical superéxido (O,7), o radical hidroxil (OH) e o peréxido de hidrogénio (H,05),
que sao moléculas envolvidas em alguns processos fisioldgicos, mas também
capazes de causar danos ao organismo (Valavanidis et al.,, 2006). Contudo, o
organismo se dispde de mecanismos para a neutralizacdo de ERO, os quais séo: i)
remocgdo catalitica de ERO por antioxidantes enzimaticos e tidis-especificos, ii)
ligacdo de proteinas a ions metélicos pré-oxidantes, iii) protecdo contra danos de
macromoléculas por proteinas e, iv) reducdo de radicais livres por doadores de
elétrons (Limén-Pacheco e Gonsebatt, 2009). Em particular, as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR) e o tripeptideo glutationa reduzida (GSH) s&o o0s principais componentes
celulares responsaveis pela manutencao do sistema antioxidante, e usualmente sao
escolhidos como biomarcadores para investigar o estado de estresse oxidativo
(Figura 3) (Hermes-Lima, 2004; Colin et al., 2016).

Fe (Ill) + OH-+ “OH

1\
Reagdo de
Fe (1) Fenton

Biotransformacgao
e
Metabolismo
celular

GSH &, NADPH
CGSSGC D

NADP*
oz

+
Fe (Il) 1@?2&%3;1;

O,+ OH+ ‘OH

Figura 3: Neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio através de algumas enzimas antioxidantes
e antioxidante ndo-enzimatico (Adaptado de HERMES-LIMA, 2004).
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O estresse oxidativo é instalado quando a producdo de ERO excede a
capacidade de um organismo de neutralizar essas espécies reativas, podendo
ocasionar danos em lipidios, proteinas e na molécula de DNA (Lesser, 2012). Alguns
ensaios sdo capazes de avaliar estes danos oxidativos e também podem ser
utilizados como biomarcadores, como, por exemplo, o teste de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), o qual mede a formacao de malondialdeido (MDA)
que € um subproduto da peroxidacao lipidica (Federici et al., 2007). Outro teste que
mensura danos ocasionados pelo estresse oxidativo € o teste para modificacdo de
proteinas através de carbonilacdo, que determina a presenca de grupamentos
carbonila na amostra (Levine et al.,, 1994). Para avaliar os danos no DNA,
consequentes ou ndo do estresse oxidativo, pode-se utilizar o ensaio do cometa, um
teste sensivel e capaz de demonstrar as quebras nas ligac6es da molécula de DNA,
gue sao consideradas efeitos subletais de poluentes nas células (Ohe et al., 2004).

Além destes parametros bioquimicos e genéticos, alguns biomarcadores
fisioldgicos aplicados em animais aquéticos sdo capazes de demonstrar a
sensibilidade do organismo frente a um contaminante. Alteracbes nos niveis de
cortisol no plasma, que pode ser uma resposta a um estimulo estressor, faz com que
ocorra um aumento na frequéncia cardiaca e respiratéria, além de um aumento na
glicemia, a fim de concentrar energias para se adaptar a condicdo de estresse.
Sendo assim, os efeitos da resposta ao estresse também séo ferramentas uteis na
ecotoxicologia (Van der Oost et al., 2003; Ramesh et al., 2009). O sangue também
pode dizer muito sobre a saude do animal, uma vez que xenobi6ticos podem afetar a
producédo, funcdo e sobrevivéncia dos eritrocitos dos peixes, refletindo no aumento
ou decréscimo do hematocrito (porcentagem de células vermelhas no volume total
do sangue), da concentracdo de hemoglobina ou nimero total de hemacias (RBC)
(Martinez e Colus, 2002; Bloom e Brandt, 2008).

Por serem organismos hiperosmaéticos em relagdo ao meio, peixes dulcicolas
apresentam biomarcadores capazes de demonstrar se um poluente esta interferindo
na sua capacidade em manter seu equilibrio osmotico e idnico. A tomada ativa de
ions por ATPases, pode ser influenciada pela presenca de determinados
contaminantes, o que prejudica a homeostase do organismo (Evans et al., 2005). A
manutencdo do equilibrio acido-base das células também é essencial para o

funcionamento normal do organismo, portanto, as atividades da H*-ATPase e da



23
Capitulo |

anidrase carbobnica sao constantemente usadas como biomarcadores, além de

estarem intimamente ligadas a regulacéo idnica celular (Gilmour e Perry, 2009).

HCO, H* He Aguadoce
/m=m=(m) * h
cl MNa* Na* Ca
HCO, H*
Célula branquial
CO,

Sangue

Figura 4: Modelo simplificado de uma célula rica em mitocdndria de branquia de teledsteos dulcicola.
TCB = trocador CI'/HCOj3; THN = trocador Na'/H*; HA = H*-ATPase; AC = anidrase carbonica; NKA =
Na'’K*-ATPase; TNC = trocador Na'/Ca®*; CA = Ca**-ATPase (Evans et al., 2005).

Outros parametros bioquimicos, como enzimas relacionadas a
neurotransmissores, podem ser utilizados como biomarcadores, como é o caso da
atividade da acetilcolinesterase, uma enzima responsavel pela hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina em colina e acido acético, evitando assim a acgéo
continua da acetilcolina e mantendo o funcionamento normal dos sistemas sensorial
e neuromuscular (Van der Oost et al., 2003; Sarkar et al., 2006). Muitas vezes 0 mau
funcionamento dos neurotransmissores decorrente da contaminagcdo pode afetar o
comportamento do animal, trazendo prejuizos ndo sé para o individuo, mas para a
populacdo como um todo. Atualmente, estudos sobre o comportamento de peixes
expostos a poluentes sédo ferramentas na ecotoxicologia que visam caracterizar
melhor como estes compostos atuam na forma de interagdo das comunidades
aquéticas e o ambiente (Scott e Sloman, 2004; Colin et al., 2016).

A aplicacdo desse conjunto de biomarcadores bioquimicos, fisiologicos e
comportamentais na investigacdo dos efeitos de um contaminante para uma espécie
ndo-alvo pode contribuir com o fornecimento de informagdes de como substancias
descartadas nos ambientes aquaticos interagem com 0s organismos afetando toda

uma comunidade.
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1.4.2 Prochilodus lineatus como espécie sentinela

Peixes sdo comumente empregados como espécie sentinela em ensaios
ecotoxicolégicos por apresentarem alteracdes em parametros utilizados como
biomarcadores, mesmo diante de baixas concentragcdes de um poluente (Van der
Oost et al., 2003). Alguns critérios ao se escolher um organismo-teste para a
investigacdo de efeitos de substancias precisam ser levados em consideracdao, como
por exemplo, a facilidade de manutencdo em laboratério, 0 conhecimento sobre sua
biologia (fisiologia, genoma e comportamento) e a sensibilidade em presenca de um
contaminante (Nikinmaa, 2014).

O peixe Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) é uma espécie que vem
se destacando nos estudos ecotoxicologicos realizados na América do Sul, por ser
um animal nativo da regido Neotropical e por ja ter se demonstrado sensivel em
ensaios in situ (Camargo e Martinez, 2007; Cazenave et al., 2009; Vieira et al., 2016)
e laboratoriais (Santos e Martinez, 2012; Palermo et al., 2015; Simonato et al.,
2016). Conhecido como curimba ou curimbatd, no Brasil este peixe é encontrado em
diversas bacias hidrograficas e, em alguns rios, € uma das espécies mais abundante
do local (Shibatta et al., 2007), 0 que se torna uma excelente caracteristica para
utiliza-lo como espécie sentinela para monitoramento ambiental.
Concomitantemente, seu habito detritivoro favorece sua exposicdo a qualquer tipo
de substancia que possa estar depositada no sedimento, incluindo compostos
toxicos, o que deve ser levado em consideracdo ao se escolher uma espécie
bioindicadora (Martinez e Cdélus, 2002).

Para ensaios laboratoriais, o curimba possui a vantagem de apresentar
alteracbes em diversos parametros quando exposto a diferentes contaminantes.
Estudos demonstraram que metais sdo capazes de interferir na osmorregulacéo de
P. lineatus, mesmo em concentracbes permitidas de serem encontradas nos
ecossistemas aquaticos pela legislacao brasileira (Ribeiro et al., 2014; Simonato et
al., 2016). Contaminantes organicos como agrotoxicos também foram capazes de
ocasionar alteracbes em enzimas importantes para a detoxificacdo do organismo de
P. lineatus, além de induzirem a fragmentacdo de DNA (Santos e Martinez, 2012;
Moreno et al., 2014). Contudo, estudos que demonstram a sensibilidade de P.
lineatus a contaminantes emergentes sao praticamente inexistentes até 0 momento
(Navarro e Martinez, 2014; Miranda et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Os produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PFHP) sdo substancias de
uso cotidiano e entende-se que séo indispensaveis para uma melhor qualidade de
vida. Contudo, seu consumo excessivo gera muitos residuos que acabam
alcancando o0s ecossistemas aquaticos, uma vez que o lancamento destes
compostos é continuo e os tratamentos de esgotos sdo praticamente ineficientes
para estas substancias. Por mais que estes contaminantes sejam considerados
micropoluentes, por serem detectados em escalas de ng.L™* e pg.L™?, a frequéncia
com que sao encontrados gera uma preocupacado a mais sobre a qualidade dos
ambientes aquaticos. Portanto, a regulamentacdo do descarte de contaminantes
emergentes em corpos d’agua precisa ocorrer urgentemente.

A cafeina e o triclosan sdo contaminantes emergentes que podem ser
considerados potenciais poluentes de ambientes aquaticos dulcicolas, uma vez que
ambos séo frequentemente identificados em estudos de monitoramento ambiental. A
cafeina, por estar presente na segunda bebida mais consumida mundialmente, o
café, o qual muitas vezes é descartado sem ter sido ingerido e metabolizado. O
triclosan, por sua vez, é um bactericida tdo eficaz que é acrescido em produtos de
uso cotidiano, como desodorantes e pasta de dentes, e estes também escoam
diretamente no esgoto. Por isso, € necessario entender quais as possiveis
consequéncias da presenca destas substancias para a biota aquatica.

A investigacdo dos efeitos de PFHP deve ser realizada em um maior numero
de espécies possiveis e, de preferéncia, de localidades e nichos ecoldgicos
variados. O uso de espécies nativas da regido de origem da pesquisa € de extrema
importancia, pois algumas espécies sdo mais sensiveis que outras, além de que 0s
contaminantes podem agir de maneira diferente dependendo do organismo. As
concentracbes testadas também sdo de grande relevancia, uma vez que
dependendo da quantidade de contaminante, este pode atuar de maneiras
diferentes. Também € interessante simular concentracdes que realmente estdo
presentes nos ecossistemas. Outro detalhe que deve ser levado em consideracéao é
0 tipo de biomarcador utilizado e os tecidos onde serdo analisados, pois 0s
contaminantes podem influenciar vias metabdlicas e mecanismos fisiologicos

variados.
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Diante disso, o presente trabalho pretende contribuir com a analise dos
efeitos dos contaminantes emergentes cafeina e triclosan a partir de experimentos
que contemplem concentracdes que sejam proximas as ja relatadas em estudos
brasileiros e que busquem indicar quais seriam as concentracdées com menor
periculosidade para as espécies aquaticas, por meio da exploracdo de diferentes
biomarcadores e em tempos de exposi¢cao agudos, 0s quais representem a rapidez
que estes compostos podem afetar a homeostase dos organismos. Portanto,
estudos abrangendo diferentes biomarcadores e que explorem Vvarias
concentracdes, em diferentes periodos de exposicdo, devem contribuir grandemente
para o entendimento do modo de acdo dos PFHP em organismos aquaticos,
agregando subsidios para a regulamentacdo de concentracdes seguras para o
descarte destas substancias nos sistemas hidricos.

3 HIPOTESES

» O peixe Prochilodus lineatus sera sensivel aos contaminantes emergentes
cafeina e triclosan, mesmo em baixas concentracfes, podendo assim ser
utilizado como modelo biol6gico para estudos que investiguem os efeitos
destes contaminantes.

» Os efeitos da cafeina e triclosan serdo detectados principalmente no figado
dos peixes, devido ao fato de se tratar de 6Orgdo importante para a
metabolizacdo de compostos organicos o que podera levar a um estado de

estresse oxidativo apos as 168 horas de exposicao.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de dois contaminantes emergentes, a cafeina e o triclosan,
para o teledsteo Prochilodus lineatus apds exposicées de 24 e 168 horas, visando
contribuir com subsidios para a regulamentacdo desses compostos em futuras

legislacdes.
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4.2 Objetivos Especificos

e Determinar se estes contaminantes emergentes interferem na atividade de
enzimas de biotransformacao e nas defesas antioxidantes de figado e cérebro
de P. lineatus;

e Auveriguar a ocorréncia de danos oxidativos no cérebro e figado de P. lineatus
causados pela exposicdo a cafeina e ao triclosan;

e Verificar se a cafeina e o triclosan causam efeitos genotdxicos em eritrocitos
de P. lineatus;

e Examinar se os contaminantes em questao causam modifica¢cées na atividade
da acetilcolinesterase de cérebro e masculo de P. lineatus;

e Investigar se ocorrem alteragbes comportamentais em P. lineatus expostos a
agua contendo cafeina;

e Analisar se a cafeina e o triclosan alteram 0s processos osmorregulatérios e
regulagao do pH em branquias de P. lineatus, bem como nas concentragdes

plasmaticas de ions (sédio, potassio, cloreto e célcio) e glicose.
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RESUMO

A cafeina é uma substancia amplamente consumida em produtos alimenticios e
farmacos devido aos seus efeitos estimulantes em humanos. Porém, este composto
esta frequentemente sendo encontrado em ambientes aquaticos, levando a uma
preocupacdo de possiveis consequéncias adversas para a biota aquatica. Para
avaliar os efeitos da cafeina, biomarcadores bioquimicos e genotéxicos foram
analisados em juvenis de Prochilodus lineatus, espécie de peixe da regido
Neotropical. Para tanto, os peixes foram expostos a cafeina, nas concentracfes de
0,3 pg.L™? (CAF 0,3), 3 pg.L™* (CAF 3) e 30 pg.L™* (CAF 30), ou somente & agua
(CTR) durante 24 h e 168 h. A exposicdo mais longa a cafeina promoveu reducéo
significativa da atividade da enzima de biotransformacéao de fase | etoxiresorufina O-
desetilase (EROD) no cérebro, mas resultou em aumento significativo da EROD
hepatica. Nos peixes expostos a cafeina ndo foram constatadas, no figado e
cérebro, alterac6es no contetdo de glutationa (GSH) e na atividade da glutationa S-
transferase (GST), nem danos oxidativos em lipidios e proteinas e tampouco danos
no DNA em eritrécitos. Esses resultados mostram que a cafeina pode interferir no
mecanismo de biotransformacdo de P. lineatus ap0s a exposi¢cado subcrbnica (168
horas) as concentracdes de 3 e 30 pg.L™*, mas ndo gera alteracdes significativas

para desencadear um estado de estresse oxidativo.

Palavras-chave: biomarcadores, contaminante emergente, detoxificagcdo, EROD,

peixe Neotropical.



40
Capitulo Il

1. Introducéo

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma substancia branca e cristalina, de gosto
amargo, encontrada naturalmente em folhas, sementes e frutos de varias plantas.
Sua forma pura foi isolada pela primeira vez em 1819, a partir da planta de café,
mas atualmente sua presenca é conhecida em chas, chocolates, erva mate e
guarana (Banerjee et al., 2014). Seu elevado consumo se deve aos diversos efeitos
ja comprovados para seres humanos, principalmente ao seu potencial efeito
estimulante do sistema nervoso central, o que contribui para reducdo da fadiga e
aumento da concentracdo, estado de alerta e resisténcia fisica, além de recentes
estudos terem demonstrado sua contribuicdo na perda de peso (Heckman et al.,
2010).

Apesar de seus beneficios para a saude humana, esse alto consumo da
cafeina pode levar a um grave problema de contaminacdo aquatica, uma vez que
cerca de 5% da cafeina é excretada através da urina sem ocorrer metabolizacéo e
também pelo descarte de alimentos, bebidas e farmacos contendo cafeina que,
através do esgoto, podem alcangar os corpos d’agua (Montagner et al., 2014).
Estudos de monitoramento de ambientes aquaticos dulcicolas apontam a frequéncia
elevada de amostras contendo cafeina com concentragbes que variam de 0,001
ng.L™* a 753 ug.L™ (Petrovic et al., 2003; Canela et al., 2014). Com isso, a cafeina
pode ser classificada como contaminante emergente, o qual abrange substancias
gue nado estdo incluidas em programas de monitoramento, mas que devem ser
acrescentados em legislagbes futuras, uma vez que as mesmas estdo sendo
amplamente detectadas e podem causar danos a biota aquatica (Stuart et al., 2012;
USEPA, 2016).

A constante presenca de cafeina em ecossistemas aquaticos vem
despertando o interesse de se entender quais sdo seus efeitos para animais
aquaticos, ja que estes ndo sdo 0s organismos alvos desta substancia. Muitos
trabalhos na literatura ja demonstraram o0s efeitos da cafeina em peixes,
destacando-se pesquisas relacionadas a alteracdes comportamentais (Richendrfer
et al., 2012; Ladu et al.,, 2015; Tran et al., 2017). Contudo, ainda é necessario
explorar outros possiveis efeitos da cafeina, principalmente alteracdes a nivel
subcelular, o qual pode ser usado como importante ferramenta para avaliar
precocemente o0s efeitos da cafeina para uma espécie, comunidades ou

ecossistemas (Lam, 2009). Alguns trabalhos envolvem a investigacao de alteracdes
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feitas pela cafeina em enzimas de biotransformacdo e danos oxidativos em
invertebrados aquaticos (Aguirre-Martinez et al., 2015; Aguirre-Martinez et al., 2016;
Cruz et al., 2016), mas ainda sdo poucos 0s que abrangem espécies de peixes (Li et
al., 2012).

Sabe-se que em mamiferos as enzimas de biotransformacéo de fase |
pertencentes ao complexo do citocromo P450 sdo de extrema importancia para a
metabolizacdo da cafeina, uma vez que as enzimas da familia CYP1A s&o as
principais responsaveis em transformar a cafeina em paraxantina, além de outras
CYP que convertem a cafeina em teobromina e teofilina. Além dessas vias de fase I,
outra importante etapa na biotransformacéo da cafeina é a acetilacdo (fase IlI), por
meio da acdo da N-acetiltransferase. Essas vias atuam em conjunto para tornar a
cafeina e seus metabdlitos mais faceis de serem excretados pelo organismo
(Sawynok e Yaksh, 1993; Burdan et al., 2015). Em peixes, 0s processos de
biotransformacao de fase | e Il sdo mediados, principalmente, por enzimas da familia
CYP1A e glutationas S-transferases, respectivamente (Van der Oost et al., 2003).
Contudo, a metabolizacéo da cafeina nesses animais ainda ndo esta bem descrita.

Os processos de biotransformacdo podem gerar espécies reativas de
oxigénio (ERO), que, em excesso, se tornam téxicas para o organismo, instalando
um estado de estresse oxidativo, que pode ocasionar danos em lipidios, proteinas e
na molécula de DNA (Lesser, 2012). Apesar de seus efeitos antioxidantes ja
conhecidos para mamiferos (George et al, 1999; Azam et al, 2003), estudos com
bivalves ja4 demonstraram que a cafeina pode ocasionar um aumento de
lipoperoxidagéo (Cruz et al., 2016) e danos em DNA (Aguirre-Martinez et al, 2015), o
gue mostra a necessidade de maior investigacao sobre os efeitos pré-oxidantes da
cafeina para organismos aquaticos.

A espécie de peixe P. lineatus € um excelente modelo experimental para a
investigacdo de efeitos em enzimas relacionadas a biotransformacgéo e promocéao de
danos oxidativos por contaminantes, uma vez que esta espécie possui sua fisiologia
bastante conhecida e ja foi comprovada sua sensibilidade a diversos poluentes
aguaticos (Cazenave et al., 2009; Santos e Martinez, 2012; Palermo et al., 2015).
Portanto, diante da escassez de trabalhos que descrevem a metabolizacdo da
cafeina em peixes e sabendo que esta substancia ja apresentou ser responsavel por

danos oxidativos em espécies aquaticas, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
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os efeitos da cafeina para o peixe P. lineatus apds exposicdes de 24 e 168 horas

utilizando biomarcadores relacionados a biotransformacao e estresse oxidativo.

2. Material e métodos

2.1 Desenho Experimental

Peixes em estagio juvenil da espécie Prochilodus lineatus (peso (g): 15,26 +
1,1; comprimento padrao (cm): 9,28 + 0,2; n= 80), obtidos da Piscicultura Aqua Norte
(Cambara-PR), permaneceram sete dias em tanques de 300 L contendo agua limpa,
desclorada e com aeracdo constante para aclimatacdo. Durante esse periodo foi
fornecida racdo comercial (Guabi®, BR) a cada 48 h, interrompendo-se a
alimentacédo 24 h antes dos testes, bem como durante a exposi¢cdo. Os parametros
fisicos e quimicos da agua foram monitorados durante todo o experimento
(aclimatacéo e exposicéo: t = 22,78 °C = 0,065; pH = 8,19 + 0,015; O.D. = 8,16 mg
0,.L™" + 0,128; condutividade = 0,116 mS.cm™ + 0,002).

A partir de uma solucéo estoque de cafeina (99% Synth, Brasil) dissolvida em
agua ultrapura (0,48 g.mL™), foram preparados aquarios contendo 80 L de agua e as
concentraces de 0,3; 3 e 30 pg.L™” de cafeina (denominados respectivamente de
CAF 0,3, CAF 3 e CAF 30). Um aquario manteve-se apenas com agua desclorada
(grupo CTR). Ap0s a aclimatagao, grupos de 10 peixes foram transferidos para cada
um dos aquarios e permaneceram nestas condicfes durante 24 h e 168 h (com
renovacao total de agua a cada 24 horas). Experimentos independentes foram
realizados para cada tempo experimental. As concentracdes de cafeina testadas
estdo baseadas em concentracdes ja encontradas em aguas superficiais brasileiras
(Sodré et al.,, 2010; Montagner et al., 2014; Campanha et al., 2015). Amostras de
agua dos aquarios foram coletadas, em tubos falcon de 15 mL, no inicio de cada
experimento (t0), logo apos a retirada dos peixes no experimento de 24 h e a cada
renovagao da agua, em intervalos de 24 h, no experimento de 168 h, e armazenadas
a 10°C para posterior andlise da concentracao de cafeina.

Apds os tempos experimentais, 0s peixes foram anestesiados em benzocaina
(0,1g.L™) para a retirada de sangue pela veia caudal. Em seguida, os animais foram
mortos por seccdo medular para a coleta do figado e cérebro. Os 6rgédos foram
armazenados em ultrafreezer (-80° C) para as analises bioquimicas e o sangue foi

armazenado em soro bovino fetal e refrigerado (10° C) até o momento do ensaio
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genético. Os procedimentos descritos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Londrina (Processo CEUA n°
19618.2013.57).

2.2 Determinacéo da Cafeina na Agua

A quantificacdo de cafeina nas amostras de agua foi realizada sem extracao
prévia, utilizando-se um cromatografo Agilent 1200 acoplado a um espectrometro de
massa tipo triplo quédruplo Agilent 6410 com uma fonte de ionizacdo por
“electrospray”. A separacdo ocorreu a 25°C (coluna Zorbax SB-C18) com eluicdo
gradiente, a partir de uma fase mdvel constituida por uma solucdo de acido
férmico (0,01%) em metanol a uma vazao de 0,3 mL/min. O volume de injecao foi de
10 pL. Duas transicGes de ions precursor-produto (m/z) foram empregadas para a
determinacao: 195 - 138 m/z EC= 15 eV, para a quantificacdo e 195 - 110 m/z
EC=20 eV, para a confirmacé&o. A tensédo de fragmentacao foi fixada na voltagem de
110 v. Foi feita uma curva de calibracdo a partir de um padrdo e o limite de
quantificacéo foi de 30 ng.L™.

2.3 Biomarcadores Bioquimicos

As amostras de figado e cérebro mantidas no ultrafreezer foram
descongeladas em temperatura ambiente, homogeneizados (10x volume) em
tampéo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0) e centrifugadas (20 min, 13000 g, 4°C),
com o sobrenadante foram realizadas as andlises a seguir.

A atividade catalitica da CYP1A foi determinada pela atividade da EROD
(etoxiresorufina-O-desetilase), responsavel por converter 7-etoxiresorufina (fornecida
no meio de reacdo do ensaio) em resorufina, a cada minuto, durante 10 minutos
(excitagdo: 530 nm, emissédo: 590 nm) (Eggens e Galgani, 1992). A atividade da
EROD foi expressa baseada em uma curva padrdo de resorufina em pmol de
resorufina.minuto.mg de proteina™. A atividade da glutationa S-transferase (GST)
foi mensurada através da complexacdo da GSH com o substrato 1-cloro-2,3-
dinitrobenzeno (CDNB) em espectrofotbmetro em 340 nm (Keen et al., 1976) e
expressa em nmol de CDNB conjugados.min™. mg de proteina™.

O conteudo do tripeptideo glutationa (GSH) foi medido por meio da reacéo

da glutationa com o substrato 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzoéico (DTNB), formando o
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tiolato (TNB) (Beutler et al., 1963), quantificado em 412 nm e expresso em g de
GSH.mg de proteina™.

A peroxidacao lipidica foi estimada através da quantificacdo de um dos
produtos finais da peroxidacdo lipidica, o malondialdeido (MDA), aplicando-se o
teste das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), pela leitura de
fluorescéncia (excitacdo: 530 nm, emissdo: 590 nm) (Federici et al., 2007). A
peroxidacao lipidica foi expressa em equivalentes de MDA como pmol de MDA.mg
de proteina™.

O conteudo de grupamentos carbonila foi quantificado a partir da reacéo das
proteinas carboniladas com o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) em acido cloridrico
em espectrofotometro 370nm (Levine et al., 1994). O conteddo de proteinas
carboniladas foi expresso em pmol carbonila. mg de proteina ™.

A concentracdo de proteinas totais das amostras de todos os 6rgédos utilizados
nos ensaios bioquimicos foi determinada pelo método de Bradford (1976), baseada
em uma curva padrao de albumina de soro bovino (BSA), em espectrofotdmetro a
595 nm.

2.4 Biomarcador Genotoxico

Danos no DNA foram quantificados nos eritrécitos por meio do ensaio do
cometa, baseado em Singh et al. (1988), com algumas modificacdes (Vanzella et al.,
2007). As amostras de sangue diluidas em soro bovino fetal (1:100) foram
misturadas em agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%), colocadas em laminas
previamente revestidas com agarose com ponto de fusdo normal (1%), cobertas com
laminulas e levadas para solidificar (refrigeracdo 10°C). Apés 40 minutos, as
laminulas foram retiradas e as laminas foram acondicionadas em cubas protegidas
da luz contendo uma solucédo de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1%
Lauril, 10% DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10.0) para o isolamento do material
genético (nucleoides). Passadas 2h, os nucleoides sofreram desnaturacdo em um
tampéo alcalino (3 M NaOH, 1mM EDTA, pH > 13) e foram submetidos a uma
corrida de eletroforese (1 V.cm™; 300mA, 20 min) para a migracéo dos fragmentos e
formacao da cauda. Depois, as laminas receberam lavagens (3x, 5 min) com tampé&o
de neutralizacéo (0,4 M Tris, pH 7,5) e posterior fixacdo em etanol (100%). Para as
analises, as laminas foram coradas com gel Red e analisadas em microscopio de

fluorescéncia (filtro de excitacdo 450-490 nm, objetiva 40x) para a contagem de 100
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nucleoides por amostra, classificando-os em: classe 0 (sem danos aparentes),
classe 1 (cauda com metade do diametro do nucleoide), classe 2 (cauda com 1 a 2
vezes o0 diametro do nucleoide) e classe 3 (cauda maior que 2x o didametro do
nucleoide). O escore de danos de cada amostra foi calculado a partir da férmula (Z

n° de nucleoides em cada classe x valor da classe).

2.5 Anédlises Estatisticas

Considerando-se que foram experimentos independentes para cada tempo
experimental (24 h e 168 h), os resultados s6 foram comparados entre os diferentes
tratamentos, para um mesmo tempo de exposicdo. Para cada biomarcador foi feita a
comparacao entre os grupos experimentais (CTR, CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30) por
meio de andlise de variancia paramétrica (ANOVA) ou nédo-paramétrica (Kruskall-
Walllis), de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de
variancia). Quando indicado, as diferencas entre os grupos foram localizadas pelos
testes Student-Newman-Keuls e Dunn’s. Foram considerados significativos valores
de P<0,05.

3. Resultados

3.1 Determinacao da Cafeina na agua

As concentracdes de cafeina determinadas nas amostras de agua dos
aquarios coletadas durante a exposicdo estdo representadas na Tabela 1 e
mostraram-se maiores do que suas respectivas concentragcdes nominais (0,3, 3 e 30
ng.L™). Apesar das variacdes entre as concentragdes nominais e determinadas de,
aproximadamente, 60% para o aquario CAF 0,3; de 7% para o aquario CAF 3 e de
25% para o aquario CAF 30, optou-se em manter os nomes das concentragdes
nominais. Também observou-se uma varia¢cdo na concentracdo do t Oh para ot 24
de aproximadamente 2% para todos os tratamentos.

Tabela 1 — Concentracdo de cafeina (Mg.L™) na agua dos aquarios experimentais no inicio das
exposi¢cdes (t Oh) e apds 24 h (t 24h) de cada renovacdo, durante todo o experimento (24 e 168h).

CTR CAF 0,3 CAF 3 CAF 30
t Oh N.D. 0,493+ 0,11 3,187 £ 0,03 38,330 + 0,23
t 24h N.D. 0,487 + 0,08 3,222 + 0,03 37,588 + 0,07

Valores de média * erro padrdo. N= 6. N.D. = ndo detectado.
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3.2 Biomarcadores Bioquimicos

A atividade enzimatica da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) nao
apresentou alteracdo no cérebro dos peixes expostos a cafeina durante 24 horas.
Contudo, em 168 horas, os peixes dos grupos CAF 3 e CAF 30 demonstraram uma
atividade reduzida em relacdo ao CTR (Figura 1A). No figado dos peixes do
experimento de 24 horas ndo ocorreu alteracdo na atividade da EROD, porém apoés
168 horas, a atividade hepatica da EROD dos peixes do grupo CAF 30 aumentou
significativamente em comparagdo ao CTR (Figura 1B). Para a atividade da
glutationa S-transferase (GST), ndo foi observada nenhuma modificacéo significativa
(Figura 1C e 1D).
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Figura 1: Atividade das enzimas de biotransformacdo EROD e GST em cérebro (A e C) e figado (B e
D) de Prochilodus lineatus apés exposicéo a 0,3; 3 ou 30 pg.L™" de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF
30, respectivamente) ou somente a agua (CTR), por 24 horas e 168 horas (X £ EP; N= 8 a 10).
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de
exposicéo (P < 0.05).
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Os conteudos de glutationa (GSH) cerebral (Figura 2A) e hepatica (Figura
2B) ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos testados nos dois

tempos experimentais.
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Figura 2: Conteudo de glutationa (GSH) em cérebro (A) e figado (B) de Prochilodus lineatus apo6s
exposicdo a 0,3; 3 ou 30 ug.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente
a 4gua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X + EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposicao (P < 0.05).

Os peixes ndo apresentaram peroxidacdo lipidica nos tecidos cerebrais

(Figura 3A) e hepéticos (Figura 3B) quando expostos durante 24 e 168 horas a

cafeina.
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Figura 3: Peroxidacdo lipidica (LPO) em cérebro (A) e figado (B) de Prochilodus lineatus apds
exposi¢édo a 0,3; 3 ou 30 ng.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente
a 4gua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X + EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposicao (P < 0.05).
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A cafeina ndo causou aumento de carbonilacdo de proteinas no cérebro de
P. lineatus em 24 h de exposicdo e em 168 h ndo foi possivel realizar o ensaio por
falta de amostra. No figado também n&o foram detectadas varia¢des significativas
no conteddo de proteinas carboniladas ap6s 24 e 168 h de exposi¢cdo a cafeina
(Figura 4).
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Figura 4: Conteldo de proteinas carboniladas (PCO) de figado de Prochilodus lineatus apos
exposicdo a 0,3; 3 ou 30 ug.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente
a 4gua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X + EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposic¢ao (P < 0.05).

3.3 Parametros Genotoxicos

Os peixes expostos a cafeina durante 24 e 168 horas ndo apresentaram
aumento de danos no DNA de eritrocitos, em relagdo aos respectivos controles
(Figura 5).
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Figura 5: Escore de danos no DNA de eritrocitos de Prochilodus lineatus apos exposi¢éo a 0,3; 3 ou
30 pg.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente a agua (CTR) por 24
horas e 168 horas (X £ EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos para um mesmo tempo de exposicéo (P < 0.05).
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4. Discussao
Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a cafeina causa
alteragOes que podem interferir na capacidade de detoxificacdo de P. lineatus, uma
vez que ocorreram variagdes na atividade da EROD, enzima de biotransformacéo de
fase I, além de constatar que essa interferéncia varia de acordo com o 6rgéo
analisado. Este estudo sobre a cafeina € um dos pioneiros em avaliar seus possiveis
efeitos em biomarcadores bioquimicos de peixes da regido Neotropical. Além de que
as concentracdes de cafeina utilizadas neste estudo sdo concentracdes que ja foram
encontradas em rios brasileiros (Montagner et al., 2014; Canela et al., 2014).
Durante os experimentos deste trabalho, as concentracdes de cafeina nos
aquarios se mantiveram constantes, o que era de se esperar, uma vez que a cafeina
€ um composto relativamente estavel em agua, com baixa volatilizacdo e meia vida
de aproximadamente 10 anos, indicando uma lenta degradacdo. A estabilidade
também se manteve porque ja foi visto que a cafeina ndo demonstra uma correlacéo
entre sua concentracao e variagdes em parametros fisicos e quimicos da dgua como
temperatura, pH ou oxigénio dissolvido (Kurissery et al., 2012; Edwards et al., 2015).
Quanto ao seu comportamento dentro do organismo, em vertebrados, a
cafeina é absorvida pelo trato gastrointestinal e é direcionada para o figado através
da corrente sanguinea, onde € metabolizada por enzimas do citocromo P450,
principalmente por enzimas da subfamilia CYP1A, resultando nos subprodutos
paraxantina, teobromina e teofilina (Heckman et al., 2010; Cappelletti et al., 2015).
Em peixes, uma forma de se medir a atividade enzimética da CYP1A é por meio da
andlise da EROD, uma de suas formas cataliticas, considerada uma das principais
enzimas responsaveis pela biotransformacao de fase | (Van der Oost et al., 2003).
No presente trabalho, a cafeina induziu a atividade da EROD no figado de P.
lineatus apds 168 h de exposicdo a maior concentracdo, indicando um processo de
detoxificagdo contra o xenobiotico. Li e colaboradores (2012) também reportaram
gue a EROD de Carassius auratus foi induzida quando estes peixes foram expostos
durante 7 dias as concentracdes de 3 a 80 pg.L™* de cafeina. Para moluscos da
espécie Corbicula fluminea expostos por 21 dias as concentracdes de 15 e 50 ug.L
! a cafeina também foi capaz de aumentar a atividade da EROD da glandula
digestiva, que, assim como o figado, € um Orgado importante para o processo de

biotransformacao (Aguirre-Martinez, et al., 2015).
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Em contrapartida, no cérebro ocorreu uma diminui¢do da atividade da EROD
Nnos peixes expostos a maior concentracdao, quando comparados ao seu respectivo
controle. Com excecao de um estudo de Beijer e colaboradores (2010), que também
encontraram uma diminuicdo da EROD em bréanquias do peixe Gasterosteus
aculeatus pela cafeina, ndo foram encontrados outros relatos de que a cafeina seja
capaz de diminuir a atividade dessa enzima. Em mamiferos, as enzimas da familia
das CYPs sdo responsaveis, entre outras fungbes, por regular o nivel de
neurotransmissores, manter o colesterol e a homeostase do fluxo sanguineo
cerebral (Hedlund et al., 2001). Ao diminuir a atividade da EROD no cérebro de P.
lineatus, a cafeina poderia estar interferindo na regulacdo normal das funcdes
citadas acima, mas nao é possivel afirmar tal situacdo por ndo existirem estudos
envolvendo organismos aquaticos. Além disso, a atividade da EROD no cérebro
revelou-se mais alta que no figado, fato inesperado jA que neste 6rgdo ocorre a
maior parte de detoxificacdo em peixes e por iSSO esperava-se uma maior
concentracéo e atividade dessa enzima (Van der Oost et al., 2003; Uno et al., 2012).
Ortiz-Delgado e colaboradores (2002) relataram que a atividade da CYP1A é muito
baixa no cérebro do peixe Sparus aurata, mas que esta se encontra em todas as
regides cerebrais (bulbo olfativo, mesencéfalo, diencéfalo e cerebelo). Portanto, a
metabolizacdo de compostos enddgenos e exdgenos no cérebro de P. lineatus deve
ser investigada, uma vez que a atividade da EROD no cérebro deste peixe tem
valores relevantes.

A GST esta intimamente ligada a fase Il de biotransformacdo de
contaminantes, na qual esta enzima catalisa a conjugacdo do xenobidtico e/ou
produtos da biotransformacdo da fase | com o tripeptideo GSH, formando um
composto que seja mais facilmente excretado pela célula. Além disso, a GST
participa diretamente na defesa contra danos oxidativos em lipidios e DNA (Van der
Oost et al., 2003). A literatura mostra que varios organismos aquaticos tém a
atividade da GST aumentada frente a contaminagdo por cafeina (Li et al., 2012;
Capolupo et al., 2016; Cruz et al., 2016). Contudo, alteracdes na atividade da GST
nao foram observadas neste trabalho, demonstrando que em P. lineatus, esta
enzima ndo participa da detoxificagdo da cafeina ou de seus metabdlitos oriundos da
primeira fase de biotransformacdo. Estudos em mamiferos demonstram que 0s
produtos resultantes da biotransformacdo da cafeina pelas enzimas do citocromo

P450 (familias CYP1, CYP2 e CYP3) podem participar de novas reacdes mediadas
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pelas préprias enzimas do citocromo P450 ou sofrer acetilacdo pela N-
acetiltransferase e hidroxilacdo pela xantina oxidase (Sawynok e Yaksh, 1993;
Burdan, 2015), indicando que a GST néo seria a Unica via de biotransformacgéo de
fase Il nestes organismos.

O conteudo de GSH de P. lineatus expostos a cafeina também né&o
apresentou alteracdes significativas. A GSH €& um tripeptideo importante nos
processos antioxidantes celulares e, como j& citado antes, participa da
biotransformacdo de fase Il atuando como substrato para a acdo da GST. Esta
manutencdo dos niveis de GSH reforcam os resultados de que esta via de
metabolizacdo ndo esta sendo utilizada e portanto, a cafeina deve ser metabolizada
por alguma outra via. Entretanto, niveis de GSH diminuidos ja foram encontrados em
poliquetos expostos a cafeina, acompanhados por indicios de estresse oxidativo
(Pires et al., 2016). As propriedades antioxidantes da GSH abrangem sua atuacao
como co-fator para outras enzimas (como a GPx) ou sua reac¢ao direta com espécies
reativas de oxigénio (Hermes-Lima, 2004), ou seja, a diminuicdo da quantidade de
GSH é um agravante para o estabelecimento de um estado de estresse oxidativo.

De acordo com Lushchak (2016), o estresse oxidativo é definido como um
aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), perturbando o ndcleo
celular e vias de sinalizagéo, levando a modificagdes oxidativas de constituintes
celulares que podem culminar em morte celular via necrose ou apoptose. Este
excesso de ERO pode ser proveniente do metabolismo normal da célula ou devido a
presenca de um xenobidtico. A cafeina ndo foi capaz de causar danos oxidativos em
lipidios e proteinas dos tecidos hepatico e cerebral e também ndo ocasionou danos
no DNA de eritrécitos. Porém, estudos com moluscos (Ruditapes philippinarum)
expostos a cafeina durante 28 dias mostraram que este composto é capaz de
causar danos em lipidios e diminuir o conteudo de GSH (Cruz et al., 2016). Em
contrapartida, Capolupo e colaboradores (2016) ndo encontraram diferencas nos
niveis de peroxidacao lipidica no bivalve Mytilus galloprovincialis. Em P. lineatus,
apesar de a cafeina ter estimulado a biotransformacdo de fase | no figado, a
guantidade de ERO produzida neste processo nao foi o suficiente para estabelecer
um estado de estresse oxidativo e ativar os mecanismos antioxidantes do
organismo, fato este confirmado pela manutencdo dos niveis de GSH e da atividade
da GST.
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A genotoxicidade da cafeina ja foi relatada por Selby e Sancar (1990) que
descreveram que a mesma € capaz de se intercalar na molécula de DNA de
bactérias ocasionando o bloqueio de enzimas de reparo. Também, danos no DNA
ocasionados pela cafeina podem ocorrer de modo indireto, devido ao estresse
oxidativo que esta substancia pode acarretar, como jA demonstrado por Aguirre-
Martinez e colaboradores (2015) que encontraram danos no DNA de hemdcitos de
Corbicula fluminea (mexilhdo) apos exposi¢cdo de 21 dias em cafeina. No presente
trabalho, a cafeina ndo causou danos no DNA dos eritrocitos de P. lineatus, uma vez
que nao foi encontrado nenhum aumento no escore de danos pelo ensaio do
cometa. Além disso, ndo foram observados efeitos antioxidantes da cafeina para o
DNA de P. lineatus, ja que esta propriedade da cafeina € mais relatada para
mamiferos (George et al, 1999; Azam et al, 2003), apesar de que Aguirre-Martinez e
colaboradores (2016) ja observaram uma diminuicdo nos danos de DNA de glandula
digestiva de Ruditapes philippinarum apés exposicdo de 14 dias em 50 pg.L™” de
cafeina.

Além dos resultados ja discutidos, alguns biomarcadores no cérebro, como
EROD e LPO, devem ser destacados por estarem maior nos peixes da exposicdo de
168 h, em relacdo ao grupo de 24 h. Por ser o 6rgdo responséavel pela regulagdo da
homeostase do organismo, o cérebro demonstrou ser mais sensivel que o figado a
uma condicdo de jejum e confinamento a qual os peixes da exposi¢cdo de 168 h
foram expostos, resultando em algumas respostas que podem interferir na
metabolizacdo de compostos enddgenos, principalmente horménios (Bonga, 2011).
Entretanto, como ja citado anteriormente, as concentracdes mais altas de cafeina
interferiram nesse processo de metabolizacdo, uma vez que a atividade da EROD
cerebral diminuiu em relacdo ao controle.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que a
cafeina estimula a fase | de biotransformacédo no figado de P. lineatus, porém este
processo ndo ocorre no cérebro, onde foi observada uma diminuicdo da EROD. Por
atuar de maneiras diferentes nestes dois 0rgaos, seria conveniente ampliar esta
investigacdo sobre a detoxificacdo de cafeina por P. lineatus para outros Orgaos
como rim (relacionado a detoxificacdo de farmacos) e branquias (6rgdo de maior
contato com o ambiente contaminado), contribuindo assim para o entendimento da
acdo da cafeina em peixes. Também foi constatado que mesmo induzindo o

processo de biotransformacéo no figado, esta condicdo ndo foi o suficiente para
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desencadear danos oxidativos em lipidios, proteinas e DNA dos peixes expostos,
demonstrando que as defesas antioxidantes de P. lineatus sdo eficientes para
proteger o organismo do animal. Entretanto, isto ndo descarta a necessidade de
serem tomadas medidas para a regulamentacdo do descarte e tratamento de
cafeina em ambientes aquaticos, uma vez que o cérebro, um dos principais 6rgaos

alvo da cafeina, sofreu efeitos negativos por este composto.
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RESUMO

A cafeina é uma substancia pertencente ao grupo dos contaminantes emergentes e
que tem se destacado por ser frequentemente encontrada em ecossistemas
aquaticos. Seus efeitos para humanos sao bastante conhecidos, porém ainda séo
poucos os estudos sobre os efeitos da cafeina na fisiologia de peixes. Diante disso,
o objetivo deste trabalho foi investigar se a cafeina promove alteracdes em
parametros associados a osmorregulacdo do peixe de &gua doce Prochilodus
lineatus. Para tanto, peixes jovens foram expostos a cafeina nas concentracdes (em
ng.L™) de 0,3 (CAF 0,3), 3 (CAF 3) e 30 (CAF 30) ou somente a 4gua (CTR) durante
24 e 168 h. Foram analisadas as concentracdes plasmaticas dos ions sadio,
potassio, célcio e magnésio e a atividade branquial das enzimas Na'/K*-ATPase
(NKA), H'-ATPase (HA), Ca®'-ATPase (CaA), Mg®'-ATPase (MgA) e anidrase
carbdnica (AC). Os peixes do grupo CAF 30 tiveram alteracdes nas concentracdes
plasmaticas dos ions magnésio em 24 horas e do sédio e calcio em 168 horas,
guando comparados aos seus respectivos controles. Nao foram observadas
alteracdes nas atividades da anidrase carbbnica, NKA e HA, porém a MgA e CaA
apresentaram uma diminuicdo em suas atividades nos peixes do grupo CAF 30 apos
24 h e 168 h de exposicao, respectivamente. Sendo assim, a cafeina esta afetando
diretamente no transporte de ions na branquia de P. lineatus com consequente
alteracao na concentracao plasmatica dos mesmos, tanto em 24 h quanto em 168 h

de exposicéo.

Palavras-chave: ATPases, célcio, contaminante emergente, ions plasmaticos,

osmorregulacao.
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1. Introducéao

A poluicdo aquatica por contaminantes emergentes vem crescendo nas
tltimas décadas e acabou se tornando uma questdo ambiental de dimensdes
mundiais (Birkholz et al., 2014). E considerado contaminante emergente, ou também
chamado de micropoluente, qualquer substancia que ainda néo esta regulamentada
por leis ambientais, mas que, frequentemente, é encontrada em ecossistemas
aquéticos e, em sua maioria, sdo desconhecidos seus efeitos para a biota aquatica
(Luo et al.,, 2014; Campanha et al.,, 2015). Esta classe de contaminantes inclui
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, drogas ilicitas, nanomateriais, genes
de resisténcia a antibidticos, hormoénios, surfactantes, aditivos industriais e
retardadores de chama, os quais sao encontrados nos ecossistemas em
concentracdes na ordem de pg.L™* e ng.L? (Noguera-Oviedo e Aga, 2016).

A cafeina € um contaminante emergente que vem se destacando por ser
encontrado frequentemente em amostras de aguas superficiais (Canela et al., 2014;
Montagner et al., 2014a; Campanha et al., 2015). Estes altos indices de
contaminagdo aquatica por cafeina podem estar associados ao seu alto consumo,
tanto em bebidas e alimentos (chocolates, chas, refrigerantes e café), quanto
associada a outros farmacos (analgésicos, principalmente), pois, cerca de 5% da
cafeina consumida ndo é metabolizada e é excretada pela urina, além de que,
muitas vezes, alimentos contendo cafeina sado descartados sem serem consumidos
(Banerjee et al, 2014; Montagner et al., 2014b).

O principal efeito da cafeina é a estimulacdo do sistema nervoso central
através de mecanismos relacionados ao bloqueio de receptores de adenosina,
alterando o estado de alerta, a sensacdo de fadiga e a circulagdo sanguinea. A
cafeina também pode atuar inibindo a fosfodiesterase, promovendo um aumento na
lipdlise devido a diminui¢do da degradagcdo do AMP ciclico. Outro efeito amplamente
conhecido da cafeina é a mobilizagédo de calcio em células musculares, promovendo
um aumento da contracdo muscular ocasionada pela interferéncia nas ATPases
dependentes de célcio do reticulo sarcoplasmatico (Sawynok e Yaksh, 1993;
Cappelletti et al., 2015).

Apesar de os efeitos da cafeina sobre o ion célcio em células de mamiferos
serem bastante documentados (Gubareff e Sleator, 1965, Endo, 1975, Heaney,
2002, Mathew et al., 2014), estudos sobre a interferéncia deste composto no

transporte de ions pelas branquias de animais aquaticos ainda sdo desconhecidos.
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Por serem organismos que estdo susceptiveis a variacdes ibnicas no ambiente em
gue vivem, a necessidade desses animais em manter os niveis osmaoticos e ibnicos
equilibrados faz com que a avaliagdo da atividade de enzimas responséaveis pela
regulacdo ibnica celular e equilibrio acido-base seja um excelente exemplo de
biomarcador para a verificacdo de compostos que influenciem nestes processos
(Evans et al., 2005).

Teleodsteos dulcicolas sédo hiperosmoticos em relacdo ao ambiente, por isso,
seus mecanismos fisiol6gicos para osmorregulacdo precisam ser extremamente
eficientes, uma vez que esses animais enfrentam a constante perda de ions para o
meio através de difusdo e o excessivo ganho de agua por osmose (Becker e
Baldisserotto, 2014). Consequentemente, as branquias e o rim desses peixes
possuem especializacdes capazes de absorver ativamente ions do ambiente e
eliminar o excesso de agua. Enzimas presentes nas membranas das células
branquiais atuam na captacdo de diversos ions, principalmente sédio, cloreto e
calcio. J4 o rim € provido de inumeros glomérulos que aumentam a capacidade de
filtracdo do sangue e os tubulos proximal e distal possuem uma alta capacidade de
reabsorcdo de ions (Hwang, 2011, Becker e Baldisserotto, 2014). Além disso, o
transporte de ions através das branquias pode gerar alteragdes no equilibrio &cido-
base, uma vez que os dois processos ocorrem nas mesmas células e envolvem
mecanismos intimamente relacionados (expulsdo de H* e HCO3 e captacdo de Na*
e CI', respectivamente) (Hwang, 2011).

A espécie neotropical Prochilodus lineatus € bastante utilizada em estudos
que investigam os efeitos de contaminantes nos processos osmorregulatérios e do
balanco acido-base de peixes, por ser um animal de fisiologia conhecida e sensivel
a diversos tipos de poluentes (Camargo et al., 2009; Simonato et al., 2013; Ribeiro et
al., 2014, Silva e Martinez, 2014). Entretanto, at¢é o momento, ainda ndo se tem
relatos de estudos que contemplem os efeitos de contaminantes emergentes na
osmorregulacdo deste peixe, e de outros teledsteos dulcicolas neotropicais.
Portanto, devem-se ampliar as pesquisas sobre as consequéncias da presenca de
poluentes emergentes para os mecanismos de osmorregulacdo e equilibrio acido-
base da biota aquatica, uma vez que sdo processos fundamentais para a
homeostase desses organismos.

Uma vez que a cafeina € um micropoluente de relevancia para aguas doces

superficiais e que possui efeitos conhecidos na mobilizagdo do célcio em células
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musculares de mamiferos, pode-se presumir que este composto possa ter algum
efeito no transporte ibnico de branquias de peixes dulcicolas. Diante disso, o0 objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da cafeina na osmorregulacdo de Prochilodus
lineatus apds 24 e 168 horas de exposicao.

2. Material e métodos
Este estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (Processo CEUA n°® 19618.2013.57).

2.1 Aclimatacéao

Juvenis de Prochilodus lineatus (peso (g)= 15,04 * 0,8; comprimento padréo
(cm)= 9,2 + 0,2; n= 80), provenientes da Piscicultura Aqua Norte (Cambara-PR),
foram mantidos durante sete dias em tanques de 300 L contendo agua limpa,
desclorada e com aeracdo constante. Durante este periodo, foi fornecida racao
comercial a cada 48 horas e a alimentagao foi cessada 24 horas antes da montagem
dos experimentos. O monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da agua
ocorreu durante toda a aclimatacéo e exposicéo (t = 22,78 °C £ 0,065; pH = 8,19 +
0,015; O.D. = 8,16 mg.O,.L™ + 0,128; condutividade = 0,116 mS.cm™ + 0,002).

2.2 Experimentos e Amostragem

Aquarios de 80L foram previamente preparados com uma solucdo estoque
de cafeina (Synth 99%) dissolvida em agua ultra pura, obtendo-se as concentragdes
finais de 0,3; 3 e 30 pg.L™ de cafeina. Os aquarios controles receberam apenas
agua desclorada e limpa. Os peixes ja aclimatados foram separados em grupos de
10 individuos e colocados em cada um dos aquarios, onde ficaram expostos durante
24 e 168 horas. A cada 24 horas foi feita a renovacao total da 4gua de todos os
aquarios e, sempre antes de colocar os peixes (tOh) e ap0s a retirada dos mesmos
(t24h), amostras de agua eram coletadas e mantidas em refrigeracédo (10°C) para
posterior analise das concentracdes de ions.

Terminados o0s tempos de exposicdo, 0s peixes foram anestesiados em
benzocaina (0,1g.L™) para a retirada de sangue pela veia caudal através de seringas
previamente heparinizadas e mortos por seccdo medular para a coleta das

branquias, que foram armazenadas em ultrafreezer (-80° C) para analises futuras.
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2.3 Determinacéo da Concentracdo de lons no Plasma e na Agua

O sangue retirado foi centrifugado (1870 g, 15 min) e o plasma separado e
mantido a -20°C. As analises dos ions sédio e potassio foram feitas em fotémetro de
chamas com amostras de plasma diluido em agua deionizada (1:100). Os ions célcio
e magnésio foram analisados em espetrofotbmetro de absorcdo atémica com
amostras de plasma diluidas em 6xido de lantanio (1:40). Para a determinacédo da
concentracdo dos ions na agua, as aliquotas coletadas a cada renovacdo foram
analisadas da mesma forma que as amostras de plasma, mas sem as respectivas

diluicdes. As concentracdes dos ions foram expressas em mM.

2.4 Determinacgéo da Atividade das ATPases

Os filamentos branquiais separados dos arcos foram homogeneizados em
tampao SEID (150 mM Sacarose, 10 mM EDTA, 50 mM Imidazol, 2,4 mM
Desoxicolato sodico, pH 7,5) e centrifugados (15 min, 7500 g, 4°C). O sobrenadante
foi utilizado para mensurar a atividade da Na‘/K*-ATPase, H'-ATPase, Ca*-ATPase
e Mg?*-ATPase de modo indireto, no qual se mede a producéo de fosfato inorganico
proveniente da quebra de ATP durante um intervalo de 30 minutos. Para os ensaios
da Na'/K*-ATPase e H™-ATPase, as amostras foram incubadas em tampdo comum
as duas enzimas (30 mM Imidazol, 45 mM NacCl, 15 mM KCI, 3 mM MgCl;, 0,4 mM
KCN, 1 mM ATP, 0,2 mM NADH, 3 U/mL PK, 2 U/mL LDH, 0,1 mM Frutose, 2 mM
PEP) e para mensurar a atividade individual foram acrescentados inibidores:
Ouabaina (2 mM) para a NKA e NEM (2 mM) para a HA (Gibbs e Somero, 1989). Os
resultados foram expressos em pmol ADP.mg proteina™.h™ . Para os ensaios da
Ca?*-ATPase e Mg®*-ATPase foi seguido o protocolo de Vijayavel e colaboradores
(2007), com modificacdes, no qual as amostras se mantiveram em um tampao de
incubagéo (189 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 20 mM Tris, 2 mM Ouabaina, 3 mM ATP),
com o acréscimo de diferentes sais para estimar separadamente a atividade da CaA
(5 mM CacCl,) e da MgA (14 mM KCI, 0,2 mM EDTA). Os resultados foram expressos

em pmol Pi.mg prot™. min™.

2.5 Determinacéao da Atividade da Anidrase Carbdnica
A determinacdo da atividade da anidrase carbodnica (AC) foi realizada com
base no protocolo de Vitale et al. (1999), que consiste em analisar a catalise de uma

solucdo saturada de CO, com correspondente liberacdo de H*, e consequente



64
Capitulo IlI

reducdo do pH. Para tanto, os filamentos branquiais foram homogeneizados em
solucdo tampédo (225 mM manitol, 75 mM sacarose, 10 mM Tris—base e 10 mM
NaH,PO4, pH 7.4) e centrifugados (10 min, 13.600 g, 4°C) e o sobrenadante foi
adicionado a uma solucao de agua saturada de CO,, na qual a reducdo do pH foi

monitorada por um tempo de 20 s. A atividade da AC foi expressa AC.mg proteina™.

2.6 Determinacéo da Concentragado de Proteinas Totais

Para expressar a atividade enzimatica das ATPases e da anidrase carbénica
foi feita a medida da concentracdo de proteinas totais das amostras de branquias
através do método de Bradford (1976), baseada em uma curva padrdo de albumina

de soro bovino (BSA), em espectrofotdmetro a 595 nm.

2.7 Analises Estatisticas

Para cada parametro, foi feita a comparacao entre 0s grupos experimentais
(CTR, CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30), para um mesmo tempo, por meio de andlise de
variancia paramétrica (ANOVA) ou ndo-paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com
a distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia), e as
diferenca entre os grupos localizadas pelos testes Student-Newman-Keuls e Dunn’s

(respectivamente), sendo considerado para ambos os casos P<0,05.

3. Resultados

3.1 Concentracdo Plasmatica de lons

A concentracdo de soédio no plasma dos peixes do grupo CAF 3, em 24
horas, aumentou significativamente quando comparado ao CTR. J4 em 168 horas, 0
grupo CAF 30 apresentou um aumento significativo em relagdo ao CTR. Para a
concentracdo plasmética do ion potassio ndo houve diferenca significativa entre os
grupos. Os peixes do grupo CAF 30 apresentaram uma diminuicdo na concentracao
do calcio plasmatico em 168 horas em relacdo ao seu respectivo CTR. Ja o
magnésio teve sua concentragdo aumentada no plasma dos peixes do tratamento

CAF 30 quando comparado ao CTR no experimento de 24 horas (Figura 1).
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Figura 1: Concentracdes plasmaticas dos ions sodio (A), potassio (B), calcio (C) e magnésio (D) em
Prochilodus lineatus apés exposi¢do a 0,3; 3 ou 30 pg.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30,
respectivamente) ou somente a agua (CTR) por 24 h e 168 h (X + EP; N= 8 a 10). As linhas
tracejadas representam as concentracdes médias dos ions na agua. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposic¢ao (P < 0.05).

3.2 Atividade das ATPases

Os peixes expostos a cafeina ndo apresentaram alteracfes nas atividades
das enzimas Na'/K*-ATPase (Figura 2A) e H*-ATPase (Figura 2B) em nenhum dos
tempos experimentais. Porém, a Ca®'-ATPase (Figura 2C) teve sua atividade
diminuida nos peixes do grupo CAF 30 expostos durante 168 horas a cafeina e, em
24 horas, houve uma tendéncia de diminuicdo (p = 0,050). J& a Mg?*-ATPase
apresentou diminuicdo em sua atividade nos peixes do grupo CAF 30 da exposi¢cao
de 24 horas (Figura 2D).
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Figura 2: Atividade da Na+/K+-ATPase (A), H+-ATPase (B), Ca*-ATPase (C) e Mg®*-ATPase (D) em
Prochilodus lineatus apés exposi¢éo a 0,3; 3 ou 30 ug.L'1 de cafeina ou (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30,
respectivamente) ou somente a 4gua (CTR) por 24 h e 168 h (X £ EP; N= 8 a 10). Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposic¢ao (P < 0.05).

3.4 Atividade da Anidrase Carbénica
A atividade da anidrase carbbnica de branquias de P. lineatus expostos a

cafeina ndo se demonstrou alterada em nenhum dos tempos experimentais (Figura
3).
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Figura 3: Atividade da Anidrase Carbbnica em branquias de Prochilodus lineatus apds exposicéo a
0,3; 3 ou 30 pg.L™ de cafefna ou (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente a agua
(CTR) por 24 horas e 168 horas (X + EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposicao (P < 0.05).
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4. Discussao

A cafeina demonstrou ser uma substancia que pode influenciar na
homeostase de P. lineatus, uma vez que ocorreram variagbes na atividade de
enzimas relacionadas ao transporte idnico, além de interferir na concentracao
plasmatica dos ions soédio, calcio e magnésio. As concentracoes de cafeina
utilizadas neste trabalho sdo proximas a concentracdes encontradas em estudos
referentes a aguas superficiais brasileiras (Montagner et al., 2014a; Canela et al.,
2014), o que destaca a importancia de pesquisas sobre este composto. Ao mesmo
tempo, sdo poucos estudos que englobam espécies nativas da regido Neotropical,
ressaltando ainda mais a relevancia deste trabalho.

Sabe-se que a presenca de contaminantes no ambiente aquatico pode
interferir diretamente no balanco osmoidnico de um organismo, podendo alterar as
concentracdes idnicas plasmaticas devido a alteracbes em enzimas transportadoras
de ions, bem como na competicdo com canais ibnicos (Evans et al., 2005; Camargo
et al.,, 2009; Silva e Martinez, 2014). Para P. lineatus, a cafeina ndo foi capaz de
alterar as concentraces plasmaticas do ion potassio (K*), bem como n&o foram
observadas alteracdes na atividade da NKA, corroborando tais resultados, uma vez
que o K’ apresenta altas concentracBes no interior celular e seu balango nas
branquias ocorre principalmente pela acdo da NKA e canais de K localizados na
membrana basolateral da célula (Hwang e Lin, 2014). Apesar de a cafeina nao ter
alterado o funcionamento desta enzima, a atividade da NKA em P. lineatus ja se
demonstrou sensivel a diversos outros contaminantes, como por exemplo o aluminio
(Camargo et al.,, 2009), a gasolina (Simonato et al., 2013), o cadmio (Silva e
Martinez, 2014) e o chumbo (Ribeiro et al., 2014), o que deve ser levado em
consideracdo ao se escolher um biomarcador para a investigacdo dos efeitos de
contaminantes para a osmorregulacdo desta espécie.

A concentracdo plasmatica de Na® apresentou aumento em 24 horas nos
peixes expostos & concentracao intermediaria (3 pug.L™) e em 168 horas no grupo da
maior concentracdo (30 pg.L™) de cafeina. A captacdo de Na* em células ricas em
mitocdndrias (CRM) de branquias de teledsteos dulcicolas esta intimamente
relacionada com a HA, a qual expulsa os ions H, provenientes da dissociacéo do
H,CO3 pela AC, para o ambiente externo (Hwang e Lin, 2014). Quando expostos a
outros contaminantes, principalmente metais, as atividades destas enzimas no peixe

P. lineatus demonstraram-se bastante sensiveis, havendo alteracbes mesmo em 24
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horas (Simonato et al., 2013; Ribeiro, 2014; Silva e Martinez, 2014). Porém, a
cafeina ndo ocasionou mudancas nas atividades da HA e da AC, o que se pode
concluir que nao seriam estes 0s mecanismos que estariam atuando nas mudancas
dos niveis de Na* no plasma.

Outra enzima responsavel pela manutencdo dos niveis plasmaticos de Na* é
a NKA, localizada na membrana basolateral das CRM das branquias, que atua
expulsando o Na* para o meio extracelular e captando K* para o meio intracelular
(Hwang e Lin, 2014). Contudo, como j& citado anteriormente, ndo foram observadas
alteracgdes nos niveis de K e a NKA n&o apresentou mudancas em sua atividade,
demonstrando, assim, n&o estar participando das alteragdes de Na* no plasma. Para
P. lineatus, ndo é a primeira vez que alteragées nos niveis plasmaticos de Na*
ocorrem devido a presenca de um contaminante (Camargo et al., 2009; Simonato et
al.,, 2013; Ribeiro, 2014), porém nestes casos essas alteracbes foram
acompanhadas pelo mau funcionamento da NKA, o que ndo ocorreu com a cafeina.

Foi observada uma diminuicdo na atividade da CaA nos peixes do grupo
CAF 30 ap6s 168 h de exposicdo, o que contribui para a diminuicdo do Ca*" no
plasma. Silva e Martinez (2014) também encontraram uma diminuicdo na atividade
da CaA de P. lineatus quando estes foram expostos ao cadmio, demonstrando que
esta espécie apresenta uma suscetibilidade nos processos de regulacdo de Ca** no
organismo frente a uma contaminacdo. No caso da exposi¢cédo a cafeina existe um
agravante, ja que estudos comprovam que esta substancia esta intimamente ligada
com a disponibilizacdo de Ca®" nas células musculares de mamiferos, aumentando o
nivel do ion no citoplasma, além de dificultar a recaptacédo pela CaA da membrana
do reticulo sarcoplasmatico (Cappelletti et al., 2015). Portanto, presume-se que a
cafeina esteja atuando na atividade da CaA, uma vez que essa enzima na branquia
é responsavel pela expulsdo do Ca?* do meio intracelular para o meio extracelular e
a mesma encontra-se com sua atividade diminuida nos peixes do grupo CAF 30 do
experimento de 168 horas, além de que os niveis plasmaticos de Ca®" encontram-se
diminuidos nos animais do mesmo grupo. Entretanto, como foi observada uma
diminuicdo dos niveis plasmaticos de calcio (Ca?"), sugere-se que o trocador
Na‘/Ca*" possa estar sofrendo alguma interferéncia da cafeina (ou metabolitos) e,
por isso, 0s niveis desses dois ions estejam alterados, uma vez que este trocador é
responsavel por retirar o Na* do plasma e enviar para o meio intracelular enquanto

que o Ca*" faz o caminho inverso.
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A absorcéo do fon Mg** pelo organismo do peixe ocorre principalmente pelo
trato gastrointestinal, sendo que a branquia pode contribuir em até 16% do total de
Mg** captado da &gua doce, contudo este mecanismo ainda nédo est4 bem definido
(Flik et al., 1993; Bijvelds et al.,, 1998). Em P. lineatus ocorreu um aumento da
concentracéo plasmatica do Mg?* apds 24 horas de exposicdo & maior concentracdo
de cafeina. Entretanto, como houve uma diminuicdo da atividade branquial da MgA,
de alguma forma esta enzima estad impedindo a captacdo de Mg?* pela célula
indicando que esta enzima tem um papel decisivo no transporte do Mg?* para dentro
da célula.

Portanto, a cafeina estd afetando diretamente a fun¢édo de transporte i6nico
na branquia de P. lineatus tanto em 24 horas quanto em 168 horas de exposi¢ao,
uma vez que ocasionou alteracdes em enzimas relacionadas ao balancgo i6nico e
ocorreram mudancas nas concentracdes plasmaticas de determinados ions. Apesar
de, aparentemente, o equilibrio acido-base nao ter sofrido com estes efeitos, essas
mudancas fisiologicas sdo cruciais para a homeostase do animal, jA& que este
processo de captacdo e expulsdo de ions é fundamental para peixes de ambientes
dulcicolas. Ainda que os efeitos da cafeina na captacdo de calcio em células
musculares de mamiferos ja estejam bem descritos, é de extrema importancia
entender como esse composto pode afetar na osmorregulacdo de animais
aquaticos, fazendo com que este trabalho contribua para o entendimento deste

processo.

Referéncias Bibliograficas

Banerjee, P., Ali, Z., Levine, B., Fowler, D.R., 2014. Fatal caffeine intoxication: a
series of eight cases from 1999 to 2009. Journal of Forensic Science, 59 (3),
865-868.

Becker, A.G., Baldisserotto, B., 2014. Regulacdo osmotica e idnica. In: Baldisserotto,
B., Cyrino, J.E.P., Urbinati, E.C. Biologia e fisiologia de peixes neotropicais
de 4gua doce. 12 Ed., Funesp: Jaboticabal, 253-264.

Bijvelds, M.J.C., Van der Velden, J.A., Kolar, Z.., Flik, G., 1998. Magnesium
transport in freshwater teleosts. The Journal of Experimental Biology, 201,
1981-1990.



70
Capitulo IlI

Birkholz, D.A., Stilson, S.M., Elliott, H.S, 2014. Analysis of emerging contaminants in
drinking water — a review. In: Ahuja, S. Comprehensive Water Quality and
Purification. Elsevier: Waltham, pp. 212—-229.

Bradford, M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248-254.

Camargo, M.P.M., Fernandes, M.N., Martinez, C.B.R., 2009. How aluminium
exposure promotes osmoregulatory disturbances in the neotropical freshwater
fish Prochilus lineatus. Aquatic Toxicology, 94, 40-46.

Campanha, M.B., Awan, A.T., Sousa, D.N.R., Grosseli, G.M., Mozeto, A.A., Fadini,
P.S.A., 2015. 3-year study on occurrence of emerging contaminants in an urban
stream of S&o Paulo State of Southeast Brazil. Environmental Science
Pollutant Research, 22, 7936-7947.

Canela, M.C., Jardim, W.F., Sodré, F.F., Grassi, M.T., 2014. Cafeina em aguas de
abastecimento publico no Brasil/ Instituto Nacional de Ciéncias e
Tecnologias Analiticas Avancadas-INCTAA. Sdo Carlos: Editora Cubo, 96
p.:il.

Cappelletti, S., Daria, P., Sani, G., Aromatario, M., 2015. Caffeine: cognitive and
physical performance enhancer or psychoactive drug? Current
Neuropharmacology, 13, 71-88.

Edwards, Q.A., Kulikov, S.M., Garner-O’Neale, L.D., 2015. Caffeine in surface and
wastewaters in Barbados, West Indies. Springer Plus, 4, 1-12.

Endo, M., 1975. Mechanism of action of caffeine on the sarcoplasmatic reticulum of
skeletal muscle. Proceedings of the Japan Academy, 51 (6), 479-484.

Evans, D.H., Piermarini, P.M., Choe, K.P., 2005. The multifunctional fish gill:
dominant site of gas exchange, osmorregulation, acid-base regulation, and
excretion of nitrogenous waste. Physiology Review, 85, 97-177.

Evans, D.H., 2011. Osmoregulation in fish: an introduction. In: Farrel, A.P.
Encyclopedia of fish physiology: from genome to environmental. Elsevier:
London, 1348-1353.

Flik, G., Velden, J.A.V.D., Dechering, K.J., Verbost, P.M., Schoenmakers, T.J.M.,
Kolar, Z.1.,, Bonga, S.E.W., 1993. Ca2+ and Mg2+ transport in gills and gut of
tilapia, Oreochromis mossambicus: a review. The Journal of Experimental
Zoology, 265, 356-365.



71
Capitulo IlI

Gibbs, A., Somero, G.N., 1989. Pressure adaptation of Na+/K+-ATPase in gills of
marine teleosts. Journal of Experimental Biology, 143, 475-492.

Gubareff, T., Sleator, W., 1965. Effects of caffeine on mammalian atrial muscle and
its interaction with adenosine and calcium. The Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 148 (2), 202-214.

Heaney, R.P., 2002. Effects of caffeine on bone and the calcium economy. Food
and Chemical Toxicology, 40, 1263-1270.

Hwang, P.P., 2011. Mechanisms of ion transport in freshwater fishes. In: Farrel, A.P.
Encyclopedia of fish physiology: from genome to environmental. Elsevier:
London, 1359-1365.

Hwang, P.P., Lin, L.Y., 2014. Gill ionic transport, acid-base regulation, and nitrogen
excretion. In: Evans, D.H., Clairbone, J.B., Currie, S. The physiology of
fishes. 42 ed., CRC Press: Boca Raton, 206-233.

Kurissery, S., Kanavillil, N., Verenitch, S., Mazumder, A., 2012. Caffeine as an
anthropogenic marker of domestic waste: A study from Lake Simcoe watershed.
Ecological Indice, 23, 501-508.

Luo, Y., Guo, W., Ngo, H.H., Nghiem, L.D., Hai, F.l., Zhang, J., Liang, S., Wang,
X.C., 2014. A review on the occurrence of micropollutants in the aquatic
environment and their fate and removal during wastewater treatment. Science
of the Total Environment, 473, 619-641.

Mathew, T.S., Ferris, R.K., Downs, R.M., Kinsey, S.T., Baumgarner, B.L., 2014,
Caffeine promotes autophagy in skeletal muscle cells by increasing the calcium-
dependent activation of AMP-activated protein kinase. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 453 (3), 411-418.

Montagner, C.C., Jardim, W.F., Von Der Ohe, P.C., Umbuzeiro, G.A., 2014.
Occurrence and potential risk of triclosan in freshwaters of Sdo Paulo, Brazil—
the need for regulatory actions. Environmental Science Pollutation
Research. 21, 1850-1858.

Montagner, C.C., Vidal, C., Sodré, F.F., Pescara, I.C., Jardim, W.F., 2014. A cafeina
no ambiente. In: Canela, M.C., Jardim, W.F., Sodré, F.F., Grassi, M.T. Cafeina
em aguas de abastecimento publico no Brasil/ Instituto Nacional de
Ciéncias e Tecnologias Analiticas Avancadas-INCTAA. S&o Carlos: Editora
Cubo, 12-23.



72
Capitulo IlI

Noguera-Oviedo, K., Aga, D.S., 2016. Lessons learned from more than two decades
of research on emerging contaminants in the environment. Journal of
Hazardous Materials, 316, 242—-251.

Ribeiro, A.M., 2014. Acumulo tecidual, resposta de estresse e perfil osmorregulatério
de Prochilodus lineatus nas primeiras 24 horas de exposi¢cdo ao chumbo. 126
p. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina.

Ribeiro, A.M., Risso, W.E., Fernandes, M.N., Martinez, C.B.R., 2014. Lead
accumulation and its effects on the branchial physiology of Prochilodus lineatus.
Fish Physiology Biochemical, 40, 645-657.

Sawynok, J., Yaksh, T.L., 1993. Caffeine as an analgesic adjuvant: a review of
pharmacology and mechanisms of action. Pharmacological Reviews, 45 (1),
45-85.

Silva, A.O.F., Martinez, C.B.R., 2014. Acute effects of cadmium on osmoregulation of
the freshwater teleost Prochilodus lineatus: Enzymes activity and plasma ions.
Aquatic Toxicology, 156, 161-168.

Simonato, J.D., Fernandes, M.N., Martinez, C.B.R., 2013. Physiological effects of
gasoline on the freshwater fish Prochilodus Ilineatus (Characiformes:
Prochilodontidae). Neotropical Ichthyology, 11(3), 683-691.

Vijayavel, K., Gopalakrishnan, S., Balasubramanian M.P., 2007. Sublethal effect of
silver and chromium in the green mussel Perna viridis with reference to
alterations in oxygen uptake, filtration rate and membrane bound ATPase
system as biomarkers. Chemosphere, 69, 979-986.

Vitale, A.M., Monserrat, J.M., Castilho, P., Rodriguez, E.M., 1999. Inhibitory effects of
cadmium on carbonic anhydrase activity and ionic regulation of the estuarine
crab Chasmagnathus granulate (Decapoda, Grapsidae). Comparative
Biochemistry Physiology, part C, 122, 121-129.



73
Capitulo IV

CAPITULO IV

Alteracdes comportamentais em Prochilodus lineatus apos

exposicéo a cafeina

Manuscrito a ser submetido para publicacdo para o periédico Comparative

Biochemistry  and Physiology. C. Toxicology & Pharmacology.



74
Capitulo IV

Alteracbes comportamentais em Prochilodus lineatus apdés exposicdo a

cafeina

Thais Graciano Santos Silva*, Paulo César Meletti, Claudia Bueno dos Reis Martinez

Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Universidade Estadual de Londrina, 86051-990, Londrina,
Paran4, Brasil.

*autor para correspondéncia; thaisgsantos8@hotmail.com.

RESUMO

A presenca de cafeina em ecossistemas aquaticos gera uma preocupacdo de como
este composto pode interagir com a biota local. Conhecida por seus efeitos
estimulantes, estudos vém demonstrando os efeitos da cafeina no comportamento
de peixes e em biomarcadores fisiolégicos. No presente trabalho, juvenis de
Prochilodus lineatus foram submetidos a testes comportamentais e analise de
biomarcadores bioquimicos apods exposicdo a cafeina nas concentracdes de 0,3
ng.L™* (CAF 0,3), 3 pg.L™* (CAF 3) e 30 pg.L™ (CAF 30), ou somente & agua (CTR)
durante 24 h e 168 h. Apds 24 h, os peixes expostos a cafeina apresentaram
aumento na resisténcia natatéria, embora na concentracdo intermediaria tenha sido
observada diminuicdo na velocidade de natacdo espontanea. Em 168 h, ndo houve
alteracdes comportamentais entre os tratamentos. Também, em 168 h, os peixes
expostos a cafeina apresentaram valores do fator de condicdo menores seus
respectivos grupos do experimento de 24 h, além de ocorrer uma diminuicdo na
atividade da acetilcolinesterase (AChE) no musculo dos peixes expostos a maior
concentragdo. Sendo assim, a cafeina demonstrou afetar o comportamento de
natacéo de P. lineatus, porém esta interferéncia parece ndo estar relacionada com a
atividade da AChE muscular, e sim com os efeitos da cafeina em outros

mecanismos neurobioldgicos.

Palavras-chave: acetilcolinesterase, fator de condicdo, natacdo espontanea,

resisténcia natatoria, teste claro-escuro.
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1. Introducéo

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma substancia alcaloide encontrada em
sementes, folhas e frutos de mais de 60 plantas, incluindo cacau (Theobroma
cacao), erva-mate (llex paraguariensis) e guarana (Paullinia cupana), mas é a partir
dos grdos de café (Coffea arabica e C. robusta) que provém a principal fonte de
cafeina no mundo (Heckman et al., 2010). Este composto é conhecido por seus
efeitos estimulantes no sistema nervoso central, mas também pode estar associado
a medicamentos para resfriados, alergias e analgésicos (Sawynok e Yaksh, 1993;
Montagner et al., 2014). De acordo com Heckman et al. (2010), a cafeina pode ter
como efeitos no organismo o aumento do desempenho fisico e da concentracao, a
diminuicdo do estado de fadiga e a perda de peso. Estes efeitos podem ocorrer
devido a acbGes da substancia ao nivel celular, como a competicdo com o0s
receptores de adenosina, a inibicdo da atividade das fosfodiesterases, o bloqueio
dos receptores de GABA (acido y-aminobutirico) e a alteracdo do fluxo de célcio
intracelular das células musculares (Sawynok e Yaksh, 1993; Burdan, 2015;
Cappelletti et al., 2015).

Por apresentar muitos beneficios a saide humana, a cafeina se destaca
como um dos psicoativos mais consumidos mundialmente. Entretanto, esta
substancia também vem se revelando como um dos principais contaminantes de
ambientes aquaticos, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e facilidade de
entrada nos corpos hidricos através do esgoto doméstico (Montagner et al., 2014;
Edwards et al., 2015). Estudos apontam a cafeina como um dos principais
contaminantes emergentes da atualidade, pois, além de ser frequentemente
detectada em amostras de agua, ainda nao existe regulamentacdo para as
concentracbes maximas permitidas desse composto nos ecossistemas aquaticos
(Matamoros et al., 2012; Canela et al., 2014).

A partir do momento em que a cafeina alcanga um ambiente hidrico, pode
haver uma interacdo com a biota local, por isso se faz necessario uma avaliacado dos
possiveis efeitos da cafeina para estes organismos. Para animais aquaticos 0s
trabalhos com cafeina abordam principalmente biomarcadores neuroldgicos e
comportamentais por seus principais efeitos estarem relacionados ao sistema
nervoso (Li et al., 2012; Richendrfer et al., 2012; Rodriguez et al., 2014; Ladu et al.,
2015). Assim, é de extrema importancia a investigacdo de tais parametros, uma vez

que perturbacdes nos mecanismos dos neurotransmissores decorrentes da
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contaminacdo por cafeina pode afetar o comportamento do animal, trazendo
prejuizos ndo s6 para o individuo, mas para a populacdo como um todo (Scott e
Sloman, 2004, Colin et al., 2016).

Diferentes ensaios podem ser aplicados para avaliar as alteracdes
comportamentais que a cafeina, ou qualquer outra substancia, pode exercer em um
organismo. O teste de preferéncia por claro ou escuro foi descrito para peixes a
primeira vez em 1999 (Serra et al., 1999), e pode ser utilizado para entender o
comportamento de ansiedade provocado por algum xenobiético (Maximino et al.,
2010; Simonato et al., 2016). O padrdo de natacdo também serve como ferramenta
na analise do comportamento de peixes, podendo ser mensurado através da
resisténcia natatoria, exploragdo da coluna d’agua, natagao erratica, comportamento
de congelamento e comportamento de agrupamento dos individuos (Egan et al.,
2009; Ladu et al., 2015, Simonato et al., 2016).

Associar testes comportamentais a biomarcadores bioquimicos e fisiologicos
relacionados ao comportamento pode auxiliar na compreensdo de como O
contaminante est4d agindo em um organismo (Scott e Sloman, 2004). A
acetilcolinesterase é uma enzima que pode ser utilizada como biomarcador, uma vez
gue é responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em colina e acido
aceético, evitando assim a acao continua da acetilcolina e mantendo o funcionamento
normal dos sistemas sensorial e neuromuscular (Van der Oost et al., 2003; Sarkar et
al., 2006). A concentracao de glicose no plasma dos peixes € um biomarcador que
contribui para a detecgdo de um estado de estresse consequente da presenca de
um contaminante ou até mesmo ap6s a manipulacdo do animal (Van der Oost et al.,
2003; Bonga, 2011). Além disso, a glicose plasmatica pode ser um indicativo do
estado de nutricho do peixe, dado importante ao se fazer um ensaio de
comportamento.

O fator de condicdo € uma medida bastante empregada na avaliagdo do
estado de saude e bem-estar de peixes. A partir da relacdo entre o peso e
comprimento, € possivel estimar o0 estado de energia desses animais (Chellappa et
al., 1995). Uma vez que a cafeina possui uma relacdo com a diminuicdo de peso em
humanos, deve-se levar em consideragéo o fator de condicdo quando se tratar de
ensaios que utilizem peixes como modelo experimental. O peixe Prochilodus lineatus
€ uma espécie gue tem sua fisiologia bastante estudada, cujo fator de condicédo é

bastante estavel, existindo pouca variagcéo entre individuos de populacdes diferentes
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(Rocha et al., 1997). Além disso, P. lineatus também se destaca como uma
excelente espécie para ensaios ecotoxicolégicos, uma vez que se apresenta
bastante sensivel a diferentes contaminantes e responde satisfatoriamente a testes
comportamentais (Simonato et al., 2016).

Levando-se em consideracdo a frequéncia da contaminacdo de ambientes
aguaticos por cafeina e a importancia de se investigar seus efeitos em organismos
aquaticos, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da cafeina no
comportamento e em alguns biomarcadores bioguimicos e fisiolégicos de P. lineatus

apos exposicao de 24 e 168 horas.

2. Material e métodos
Este trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (Processo CEUA n° 19618.2013.57).

2.1 Aclimatacéao e Montagem dos Experimentos

Durante sete dias, juvenis de Prochilodus lineatus (peso (g)= 15,26 + 1,1;
comprimento padrdo (cm)= 9,28 + 0,2; n= 80), fornecidos pela Piscicultura Aqua
Norte (Cambara-PR), foram mantidos em tanques de 300 L com &gua limpa,
desclorada e aeracao constante. A alimentagéo com ragdo comercial ocorreu a cada
48 horas, sendo interrompida com 24 horas de antecedéncia a montagem dos
experimentos. Os parametros quimicos e fisicos da agua foram monitorados durante
a aclimatacdo e experimentos (T: 22,78 °C + 0,065; pH: 8,19 + 0,015; OD: 8,16
mg.O,.L™ + 0,128; condutividade: 0,116 mS.cm™ + 0,002).

Em seguida a aclimatacdo, grupos de 10 peixes foram colocados em
aquarios de 80 L e expostos durante 24 e 168 horas as seguintes condicdes:
somente agua desclorada (grupo controle — CTR) e a concentracdes de 0,3, 3 e 30
ng.L* de cafeina (grupos CAF 0,3, CAF 3 e CAF 30, respectivamente). As
concentracbes de cafeina foram escolhidas a partir de trabalhos que relataram
concentracbes semelhantes em ambientes aquaticos naturais (Sodré et al., 2010;
Montagner et al., 2014; Campanha et al., 2015).

2.2 Testes Comportamentais
Apods os tempos experimentais, os peixes foram submetidos individualmente

aos testes comportamentais. Para os testes de claro-escuro e atividade natatoria
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espontanea, 0s aguarios permaneceram em uma camara que 0s isolavam do
ambiente externo e que dispunha de um sistema de monitoramento (Geovision) por
cameras de video para analises posteriores. O teste de resisténcia natatdria foi

monitorado e cronometrado no momento do ensaio, ndo necessitando de filmagem.

2.2.1 Teste de preferéncia claro x escuro

Os animais foram colocados em um aquério de dimensdes 14 x 74 x 35 cm
(largura x comprimento x altura), com a linha d’agua em 25 cm (26 L), dividido em
duas partes revestidas com filme adesivo, uma branca e outra preta. Os peixes
foram aclimatados ao sistema em um compartimento central (15 x 15 x 25 cm)
delimitado por divisérias moéveis acionadas remotamente. Apos 5 minutos de
aclimatacdo o compartimento foi aberto e o registro iniciado (Geovision) para
posterior contagem do tempo de permanéncia na parte clara ou escura durante 10

minutos.

2.2.2 Teste de atividade natatdria espontanea

Para estes testes, 0s peixes foram colocados em outro aquario também com
volume aproximado de 26 L, mas de dimensdes 14 x 43 x 50 (largura x comprimento
x altura), com a linha d’agua em 43 cm. Foram realizadas filmagens (Geovision) de
15 minutos, dos quais os primeiros 5 minutos foram de adaptacdo e os 10 minutos
restantes utilizados para a andlise da atividade natatéria. Com o auxilio do software
SACAM (Jorge, 2005) foram calculados o tempo de movimento, a distancia
percorrida e a velocidade de natagdo do animal durante os 10 minutos. O software
também possibilitou a divisdo virtual da coluna d’agua em trés estratos, de modo que
foi possivel determinar a preferéncia de ocupacdo pelos peixes. Este Ultimo
parametro, embora tenha sido gerado durante o teste de natacdo espontanea, sera
apresentado e discutido também no ambito da ansidlise/ansiogénese, em conjunto

com o teste de preferéncia claro-escuro.

2.2.3 Teste de resisténcia natatéria

Para este teste foi utilizado um sistema constituido por uma bomba e um tubo
transparente de 1 metro de comprimento e 50 mm de diametro interno, no qual os
peixes foram inseridos para natacdo em contracorrente. Inicialmente o fluxo de agua

foi mantido em 10 L.min, por 1 minuto, como adaptacdo. Em seguida, a vazao foi
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gradativamente aumentada em 5 L.min® a cada um minuto, até a exaustdo do
animal, quando este ultrapassava a marca de 1 metro no tubo de observacéo, ou até
a vazdo maxima de 70 L.min™. O indice de resisténcia natatéria (IRN) foi calculado a

partir da formula: ) vazdes + (tempo na ultima vaz&o/60 x valor da ultima vazao).

2.3 Amostragem e Anédlise de biomarcadores

Depois do ultimo teste comportamental, os peixes foram anestesiados em
benzocaina (0,1g.L™") para tomada do peso (g), comprimento padrdo (cm) e
comprimento total (cm). Entéo, foi retirado o sangue pela veia caudal com o auxilio
de seringas previamente heparinizadas e, em seguida, os animais foram mortos por
seccdo medular para a retirada do cérebro e amostra de musculo, os quais foram

congelados em ultrafreezer (-80°C) para analises posteriores.

2.3.1 Fator de Condicao
O fator de condicdo de Fulton foi estimado a partir da formula: K=W/L3, onde

W equivale ao peso total e L representa o comprimento total.

2.3.2 Glicose Plasmatica

Apoés a coleta, o sangue foi centrifugado (1870 g, 15 min) e o plasma
separado e mantido a -20°C. A glicose plasmatica foi estimada através do método da
glicose oxidase (Labtest Diagnéstica, Brasil) em espectrofotbmetro de microplacas

em 505 nm e apresentado como mg.dL™ .

2.3.3 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi mensurada nas amostras de cérebro e musculo
através da quantificacdo do produto da reacdo da acetilcolina com o DTNB (Alves
Costa et al., 2007), em 415 nm e expressa em nmol de DTNB.minuto*.mg de
proteina™*. Para medir a concentracéo total de proteinas das amostras foi utilizado o
método de Bradford (1976), o qual se estima o conteudo total de proteinas a partir
de uma curva padrédo de albumina de soro bovino (BSA), em espectrofotbmetro a
595 nm.

2.4 Andlises Estatisticas
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A comparacdao entre os tratamentos (CTR; CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30) de um
mesmo tempo experimental foi realizada por meio de andlise de variancia
paramétrica (ANOVA) ou nao-paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com a
distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia), e os testes
Student-Newman-Keuls e Dunn’s (respectivamente) foram empregados para
localizac&o de diferencas entre os tratamentos. Para a verificacdo de diferencas de
um mesmo tratamento entre os dois tempos experimentais diferentes (24 h x 168 h)
foi aplicado teste t de student ou Mann-Whitney. Para todos os casos, foram

considerados significativos valores de P<0,05.

3. Resultados

3.1 Testes Comportamentais

3.1.1 Atividade natatéria espontéanea

Os peixes expostos a cafeina em 24 horas e 168 horas ndo apresentaram
diferenca significativa no tempo de natacdo quando comparados aos seus
respectivos CTR. Entretanto, os animais do grupo CTR de 168 horas demonstraram
uma diminuicdo no tempo de natacdo quando comparados aos peixes CTR do
experimento de 24 horas (Figura 1A). Em relacdo a distancia de natacédo, nenhum
grupo de peixes apresentou diferencas neste comportamento em ambos o0s
experimentos, em cada tempo experimental. Porém, novamente, os peixes do grupo
CTR de 168 horas apresentaram uma diminuicdo na distancia percorrida ao serem
comparados ao grupo CTR de 24 horas (Figura 1B). J& no parametro de velocidade
de natacdo, os animais de CAF 3 do teste de 24 horas apresentaram uma
diminuicdo quando comparado ao seu CTR. Nos animais do experimento de 168

horas n&o foram observadas diferencas significativas (Figura 1C).
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Figura 1: Tempo (A), distancia (B) e velocidade de natacdo (C) de Prochilodus lineatus apos
exposicdo a 0,3; 3 ou 30 ug.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente
a 4gua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X + EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos do mesmo tempo experimental e * significa diferenca de um grupo nos
diferentes tempos de exposicéo (P < 0.05).

3.1.2 Resisténcia natatoria

Os peixes expostos a maior concentracdo de cafeina durante 24 horas
apresentaram um aumento na resisténcia natatéria em relacdo ao seu respectivo
CTR. Em 168 horas néo foi observada diferenca neste comportamento entre 0s
grupos. Contudo, quando comparados os animais do experimento de 168 horas aos
seus respectivos tratamentos da exposicdo de 24 horas, 0S mesmos apresentaram

uma diminuic¢&o significativa em sua resisténcia natatéria (Figura 2).
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Resisténcia Natatoria
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Figura 2: Resisténcia natatéria de P. lineatus ap6s exposicdo a 0,3; 3 ou 30 pg.L™" de cafeina (CAF
0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente a agua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X + EP;
N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos do mesmo tempo
experimental e * significa diferenca de um grupo nos diferentes tempos de exposi¢do (P < 0.05).

3.1.3 Ocupacao espacial e preferéncia claro x escuro

Em relacdo a ocupacéo dos estratos superior, médio e inferior do aquario, foi
observado que os peixes de todos os grupos (CTR, CAF 0,3, CAF 3 e CAF 30) dos
dois experimentos (24 e 168 horas) permaneceram a maior parte do tempo no
estrato inferior (Figura 3). Contudo, em 24 horas, os animais de CAF 30 mantiveram-
se por mais tempo no estrato inferior que os demais grupos. Ja em 168 horas, os
peixes do grupo CTR permaneceram 100% do tempo no estrato inferior enquanto
gue 0s peixes dos outros grupos exploraram os demais estratos, mesmo que por
pouco tempo. Nao foram observadas diferencas na ocupacéo dos estratos quando

comparados animais do mesmo grupo, mas de tempos experimentais diferentes.
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Figura 3: Porcentagem de tempo de ocupagao dos estratos inferior, médio e superior de P. lineatus
apos exposigédo a 0,3; 3 ou 30 pg. L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou
somente a agua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X = EP; N= 8 a 10). Letras minUsculas diferentes
indicam diferenca significativa na ocupacdo de um mesmo estrato entre os tratamentos do mesmo
tempo experimental e letras mailsculas indicam as diferencas entre 0s estratos em um mesmo grupo
(P < 0.05).
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Quanto a preferéncia ao ambiente claro ou escuro, todos os peixes de todos
os tratamentos (CTR, CAF 0,3, CAF 3 e CAF 30) de ambos os tempos
experimentais (24 e 168 horas) permaneceram a maior parte do tempo na parte
escura do aquério. Nao foram observadas diferencas significativas na escolha por
claro ou escuro entre 0os grupos de mesmo tempo de exposicdo. Também nao houve
diferencas entre os peixes do mesmo grupo em tempos de exposicdo diferentes
(Figura 4).
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Figura 4: Comportamento de preferenma por ambiente claro ou escuro de Prochilodus lineatus apds
exposicdo a 0,3; 3 ou 30 pg. L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente
a 4gua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X £ EP; N= 8 a 10). Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca significativa da permanéncia no claro e no escuro entre 0s grupos do mesmo tempo
experimental. Letras maiulsculas diferentes indicam diferenca significativa na preferéncia por claro ou
escuro em um mesmo grupo experimental (P < 0.05).

3.2 Fator de Condicao

Em ambos os experimentos (24 e 168 horas), 0s peixes expostos as trés
concentragbes de cafeina ndo sofreram alteragbes em seus valores do fator de
condicdo quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 5). Contudo,
ao ser comparado 0os mesmos grupos dos tempos experimentais diferentes, a
cafeina provocou uma diminuicdo do fator de condicdo dos animais que
permaneceram durante 168 horas nas concentracdes de cafeina e esta diferenca

nao foi observada entre os dois CTR.
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Fator de Condicao
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Figura 5: Fator de condicdo de Fulton em Prochilodus lineatus apés exposicéo a 0,3; 3 ou 30 pg.L™
de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente a agua (CTR) por 24 horas e
168 horas (X £ EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos do

mesmo tempo experimental e * significa diferenca de um grupo nos diferentes tempos de exposi¢édo
(P < 0.05).

3.3 Glicose Plasmatica

A concentracdo de glicose plasmética ndo apresentou diferenca significativa
entre os peixes dos diferentes tratamentos em cada experimental (Figura 6). Porém,
foi observada uma diminuicdo significativa da glicose no plasma dos animais do

experimento de 168 horas quando comparados aos seus respectivos tratamentos do
experimento de 24 horas.

Glicose

90 - s

80 |

70 - a a @

60 OCTR
3 50 L L DCAFO,3
'é“ 40 | * a

30 | a @ HCAF3

20 - W CAF 30

10 -

0 .

24h 168h

Figura 6: Conteudo de glicose no plasma de Prochilodus lineatus apés exposi¢ao a 0,3; 3 ou 30 pg.L’
! de cafefna (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente) ou somente a 4gua (CTR) por 24 horas e
168 horas (X £ EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos do

mesmo tempo experimental e * significa diferenca de um grupo nos diferentes tempos de exposi¢édo
(P < 0.05).

3.4 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)
A atividade da acetilcolinesterase no cérebro ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa nos peixes de ambos os tempos experimentais. Porém,
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guando comparado cada grupo nos diferentes tempos de exposi¢cdo, 0s animais
expostos as trés concentracdes de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30) do
experimento de 168 horas apresentaram um aumento na atividade da enzima. No
grupo CTR ndao foi observada esta diferenca (Figura 7A). Para a atividade muscular
da AChE néo foi encontrada diferenca entre os grupos do experimento de 24 horas e
em 168 horas apenas os peixes do grupo CAF 30 apresentaram uma diminuicdo na
atividade quando comparado ao seu respectivo CTR. Ao ser verificado se houve
diferencas em cada grupo nos diferentes tempos experimentais, foi constatado um

aumento na atividade da AChE muscular dos animais CTR e CAF 30 (Figura 7B).
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Figura 7: Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em cérebro (A) e musculo (B) de Prochilodus
lineatus apés exposicdo a 0,3; 3 ou 30 ug.L™ de cafeina (CAF 0,3; CAF 3 e CAF 30, respectivamente)
ou somente a agua (CTR) por 24 horas e 168 horas (X £ EP; N= 8 a 10). Letras diferentes indicam
diferenga significativa entre os grupos do mesmo tempo experimental e * significa diferenga de um
grupo nos diferentes tempos de exposicao (P < 0.05).

4. Discussao

No presente trabalho, a cafeina foi capaz de promover alteracdes no
comportamento de natacdo de P. lineatus, além de diminuir a atividade da
acetilcolinesterase, enzima importante para o sistema neuromuscular. Sabe-se que
o principal modo de acédo da cafeina € atuar como antagonista nos receptores de
adenosina, um neurotransmissor responsavel pela sensacgéo de fadiga (Sawynok e
Yaksh, 1993), o que pode estar relacionado aos efeitos estimulantes observados
nestes parametros. No indice de resisténcia natatoria também puderam ser
observados os efeitos estimulantes da cafeina no grupo de maior concentragéo,
porém apenas em 24 horas. Assim, a ndo ocorréncia desses efeitos estimulantes

apos 168 horas de exposicdo a cafeina pode ser explicada pelo fato de que os
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peixes ndo foram alimentados durante o experimento - o que refletiu na
incapacidade de responder ao aumento da demanda energética que ocorre durante
a natacdo contracorrente - e/ou de que a cafeina ndo esteja mais atuando nos
receptores de adenosina, uma vez que, ao longo do tempo, pode ocorrer uma
adaptacdo do organismo ao composto (Svennigsson et al., 1999).

Os animais do experimento de 168 horas apresentaram valores de glicose
plasmatica aproximadamente 50% menores que aqueles do de 24 horas, o0 que pode
sugerir que os efeitos estimulantes da cafeina ndo puderam ser detectados pelo
teste de resisténcia natatéria no experimento de 168 horas devido a deplecédo das
reservas energéticas ocasionada pelo periodo prolongado de jejum. Entretanto, ao
observar os parametros de natacdo espontanea, tempo de movimento e distancia,
notou-se que os peixes do grupo controle de 168 h apresentaram uma diminuicao
em relacdo ao respectivo grupo do experimento de 24 h, porém a cafeina pareceu
amenizar os efeitos do jejum, fazendo com que 0s animais expostos as trés
concentracbes apresentassem um padrao de natacdo semelhante nos dois tempos.
Em resumo, ap6s 168 horas de jejum, os animais expostos a cafeina podem ter
energia e estimulo apenas para se movimentar constantemente em natacao
espontanea, mas nao para desempenhar uma atividade muscular mais intensa,
como é exigido no teste de resisténcia natatoria.

Em natagcdo espontanea, mesmo com a diminuigdo da glicemia, os animais
podem ter se utilizado de lipidios, pois se sabe que a cafeina € capaz de estimular a
lipdlise através da inibicdo de fosfodiesterases, com consequente perda de peso
(Heckman et al., 2010; Cappelletti et al., 2015), o que pode explicar a diminui¢do do
fator de condicéo dos peixes expostos por 168 horas a cafeina, mas ndo dos peixes
controle no mesmo tempo. Para P. lineatus, que é uma espécie que ndo costuma
apresentar variagdes nos valores de fator de condicdo entre populacdes (Rocha et
al.,, 1997), a diminuicdo desse pardmetro nos animais expostos a cafeina durante
168 horas parece ocorrer devido aos seus efeitos na lipolise. Contudo, esta perda de
peso nédo influenciou no comportamento de natagcdo espontanea, em que 0S peixes
expostos mantiveram os padrdes de distancia percorrida. Vale ressaltar, contudo,
que este parametro ndo variou entre os tempos devido a manutencdo do tempo de
movimento, e ndo ao aumento da velocidade, pois nados em tiros (“dart swimming”)
requerem energia e poténcia muscular. Tran et al. (2017) ja reportaram que a

cafeina foi capaz de diminuir a velocidade de natacdo de Danio rerio, 0 que
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corrobora este estudo, uma vez que P. lineatus ndo apresentou uma atividade
natatéria frenética.

A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima de extrema importancia para o
processo de conducdo nervosa na jungao neuromuscular e, em peixes, seu mau
funcionamento pode afetar a locomocao, alimentacdo, fuga e comportamento
reprodutivo (Van der Oost et al., 2003; Sarkar et al., 2006). Um estudo realizado por
Li e colaboradores (2012) relatou que a cafeina foi capaz de inibir em 30% a
atividade da AChE em cérebro de peixes apos 168 horas de exposi¢cdo. Porém,
Capolupo e colaboradores (2016), utilizando uma espécie de mexilhdo para testar os
efeitos da cafeina durante o mesmo periodo, ndo encontraram alteracbes na
atividade da AChE. No presente trabalho, a cafeina mostrou um efeito inibitorio na
atividade muscular da AChE em P. lineatus ap6s 168 horas de exposicdo, o que
sugere que o animal estaria passando por uma disfuncdo nas suas habilidades
motoras. Mas, quando analisado o comportamento de natacdo espontanea e
resisténcia natatéria, observou-se que P. lineatus ndo apresentou alteracédo
comportamental apos 168 horas de exposi¢do, sugerindo que, mesmo inibida, a
AChE néo estaria interferindo nos movimentos de natacdo do peixe. Em 24 horas,
gquando nao foram observadas alteracbes na atividade da AChE, os animais
apresentaram alteragdes na ocupagao da coluna d’agua e na resisténcia natatoria
guando expostos a maior concentracao de cafeina, demonstrando que esta poderia
estar interferindo em outro sistema de neurotransmissores, que nao a acetilcolina.

P. lineatus é uma espécie que possui habito detritivoro e, por isso,
naturalmente apresenta preferéncia por ambientes de fundo e préximos as margens
dos rios (Resende et al., 1996). Tanto os resultados da analise de preferéncia por
claro ou escuro e de ocupagao da coluna d’agua reforcaram este comportamento,
uma vez que em 24 horas os animais do grupo controle permaneceram mais tempo
no estrato inferior, explorando menos 0s outros estratos, e também mantiveram-se a
maior parte do tempo do teste na parte escura do aquario. Apesar deste ultimo
comportamento ter sido comum para todos o0s peixes de todos 0S grupos e em
ambos 0s tempos experimentais, a cafeina demonstrou um possivel efeito
ansiogénico nos peixes expostos a maior concentracéo, ao ser considerado o teste
de ocupacédo da coluna d’agua, em que os animais permaneceram 100% do tempo
do teste no estrato inferior, ndo explorando os estratos médio e superior. Contudo,

isso nao foi confirmado pelo teste claro-escuro. Em estudos que exploraram 0s
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efeitos da cafeina em Danio rerio, também foi detectada uma preferéncia dos
animais pelo extrato inferior, corroborando os resultados com o presente trabalho
(Egan et al., 2009; Ladu et al., 2015).

Em 168 horas, os peixes do grupo CTR permaneceram durante todo o ensaio
no estrato inferior, podendo-se sugerir que este comportamento seja consequéncia
de um estresse associado ao jejum. Neste caso, mesmo ndo tendo sido observada
uma diferenca significativa na ocupacdo entre 0s grupos, a comparacao entre
estratos em cada grupo indicou que os animais expostos a cafeina exploraram
estratos superiores, corroborando os resultados de tempo e distancia percorrida, 0os
quais demonstraram claramente que 0s peixes que permaneceram em contato com
a cafeina mantiveram-se ativos, mas de forma lenta. Do mesmo modo, ainda néo é
possivel associar este comportamento a uma possivel ansiélise, pois esta também
nao foi detectada no teste claro-escuro. Além disso, a cafeina, geralmente, esta
associada a efeitos ansiogénicos como reducdo da exploracdo, aumento de
movimentos erraticos e comportamento de congelamento (Egan et al., 2009; Tran et
al., 2017).

Portanto, em um tempo de exposicdo curto (24 h) e em peixes com
condi¢cdes nutricionais favoraveis, a cafeina exerce, claramente, seu papel como
estimulante do sistema nervoso central, contribuindo para a diminuicdo da fadiga e
fazendo o animal resistir mais ao fluxo contracorrente. Ja em maiores tempos de
exposicao (168 h) e na condicdo de jejum, a cafeina parece contribuir com a
manutencdo no padrdo de natacdo espontanea. Contudo, aos serem colocados em
um fluxo onde se exige energia e explosdo muscular, os peixes expostos a cafeina
possuem a mesma resisténcia natatéria que os animais do grupo controle. Também
€ nitido que o fato de a cafeina alterar a atividade da AChE néo influencia no
comportamento do peixe, uma vez que as alteragcbes comportamentais observadas
aparentam estar mais relacionadas aos efeitos da cafeina nos receptores de
adenosina. Diante disso, € possivel atribuir & cafeina propriedades estimulantes,
mas nao necessariamente classifica-la como ansiolitica ou ansiogénica para P.
lineatus, considerando as analises realizadas. Assim, este trabalho contribuiu ndo
apenas com a investigacdo dos efeitos da cafeina em concentracbes
ambientalmente relevantes, mas também por ampliar o conhecimento desses efeitos

para uma espécie de peixe neotropical.
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Efeitos do triclosan sobre as respostas de biomarcadores do peixe
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RESUMO

O triclosan (TCS) é um agente antimicrobiano amplamente utilizado em produtos de
higiene pessoal, veterinarios e industriais e tem se destacado mundialmente como
sendo um dos principais contaminantes emergentes encontrados em ecossistemas
aquaticos. A fim de contribuir para a investigacdo das consequéncias da presenca
desse composto para a biota aquatica, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio
de diferentes biomarcadores, os efeitos do TCS nas concentracdes de 0,1, 1 e 10
Hg.L™ para a espécie de peixe da regido Neotropical Prochilodus lineatus apés 24 e
168 horas de exposicdo. Constatou-se aumento na ocorréncia de peroxidacao
lipidica no figado dos peixes expostos a maior concentracdo de TCS durante 168
horas, porém ndo foram observadas alteracbes nos principais antioxidantes
enzimaticos e nas enzimas de biotransformagdo. O TCS também ndo ocasionou
danos oxidativos em proteinas e danos no DNA, assim como néo alterou a atividade
cerebral e muscular da acetilcolinesterase. Apesar dos peixes expostos as duas
maiores concentracdes de triclosan terem apresentado uma diminui¢cdo na atividade
branquial da H*-ATPase ap6s 24 horas, ndo foram observadas mudancas na
atividade da Na'/K*-ATPase e anidrase carbonica, bem como nos niveis plasmaticos
do Na" e CI' em nenhum dos tempos experimentais. Alteracbes em parametros
hematolégicos também ndo foram constatadas. Contudo, apdés 168 horas de
exposicao, o triclosan ocasionou a morte de peixes da maior concentracdo. Diante
disso, pode-se concluir que apenas a maior concentracao de triclosan, no tempo de

exposicao mais longo, promoveu efeitos deletérios em P. lineatus.

Palavras-chave: biotransformacéo, contaminantes emergentes, estresse oxidativo,

ions plasmaticos, osmorregulacao, parametros hematoldgicos.



95
Capitulo V

1. Introducéo

O triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)-fenol) € um composto orgéanico
antimicrobiano utilizado em desinfetantes, sabonetes, detergentes, pasta de dentes,
desodorantes e varios outros produtos de higiene pessoal, produtos veterinarios e
industriais. Foi sintetizado pela primeira vez no inicio da década de 1960 pela
empresa suica Ciba-Geigy e desde entdo tem sido empregado como um dos
principais principios ativos de produtos bactericidas em diversos paises (Jones et al.,
2000; Dann; Hotela, 2011). O principal modo de acédo do triclosan é bloquear a
sintese de lipidios pela Fabl (enoil-acila redutase), impedindo a formacdo da
membrana citoplasmatica bacteriana (McMurry et al., 1998; Russel, 2004). Sendo
assim, o triclosan possui alta eficiéncia microbicida, atingindo um amplo espectro,
incluindo bactérias gram positivas e gram negativas (Escalada et al., 2005).

Devido a sua eficacia, o consumo mundial de triclosan €& de,
aproximadamente, 1500 toneladas por ano. Contudo, estes dados podem refletir
consequéncias negativas como o0 aumento de resisténcia bacteriana e a
contaminacdo aquatica (Yazdankhah et al., 2006; Gao et al., 2014). Diferente dos
farmacos que séo ingeridos e metabolizados pelo organismo humano, produtos de
higiene pessoal contendo triclosan séo utilizados externamente e, ap0s 0 enxague,
seus residuos acabam sendo introduzidos nos sistemas hidricos através de esgotos
urbanos e industriais (Von der Ohe et al., 2012; Escarrone et al., 2016). Entretanto,
as estacoes de tratamento de aguas residuais convencionais sao ineficientes na
remocao total de triclosan, fazendo com que este composto esteja cada vez mais
presente em ecossistemas aquaticos naturais (Petrovic et al., 2003; Luo et al, 2014).

Em diversos paises ja existe uma preocupacdo com a restricdo do uso de
triclosan em produtos como plastico e cosméticos, porém ainda néo existem
regulamentacgdes sobre a concentragdo maxima permitida de triclosan em ambientes
aquéticos (Lee e Chu, 2013). Estudos apontam que o triclosan é frequentemente
encontrado em aguas superficiais em concentragdes que variam de 0,2 a 478 ng/L
(revisado por Montagner et al., 2014). Também, o triclosan pode apresentar elevada
persisténcia em ecossistemas aquaticos devido a sua alta adsorcdo ao sedimento
(Singer et al., 2002). Diante da presenca constante (mesmo que em baixas
concentracdes) de triclosan em amostras de agua, da falta de legislacbes que o

inclui em programas de monitoramento ambiental e dos possiveis efeitos adversos
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gue isto poderia causar na biota aquatica, o triclosan pode ser classificado como um
contaminante emergente (Stuart et al., 2012; USEPA, 2016).

Além de ser constantemente encontrado em corpos d'agua, o triclosan
apresenta um risco maior para as comunidades aquaticas devido a sua alta
capacidade de reagir com o radical hidroxil (*OH) formando as dioxinas, moléculas
extremamente toxicas para os seres vivos (Gao et al., 2014). Além disso, o préprio
triclosan, assim como outros contaminantes, pode estimular vias metabdlicas que
aumentem a producéo de *OH, o qual pode ocasionar danos em lipidios, proteinas e
DNA (Hermes-Lima, 2004). Estudos ecotoxicologicos vém sendo realizados para
investigar os efeitos do triclosan para invertebrados e peixes através de
biomarcadores relacionados as defesas antioxidantes e estresse oxidativo, e alguns
ja demonstraram que o triclosan pode interferir em enzimas antioxidantes e
ocasionar danos oxidativos (Binelli et al., 2009; Binelli et al., 2011; Lin et al., 2010;
Ku et al., 2014). Contudo, deve-se estender esta investigacdo para outros tipos de
biomarcadores, pois a ampliagdo destas andlises colabora com a estimativa da
toxicidade deste composto para a vida aquatica.

A pesquisa dos processos osmorregulatorios em animais aquaticos,
principalmente de peixes, € extremamente importante para a investigacdo dos
efeitos de contaminantes, visto que a manutencdo deste processo depende de
diversos fatores e a presenca de contaminantes pode interferir nessa homeostase
(Evans et al., 2005). Sabe-se que 0s metais sdo contaminantes que podem
ocasionar efeitos na osmorregulagéo de peixes e, por isso, existem muitos trabalhos
gue exploram este assunto (Camargo et al., 2009; Silva e Martinez, 2014; Ribeiro et
al., 2014), mas também outros xenobidticos sdo capazes de desregular esse
processo (Paulino et al.,, 2012; Simonato et al., 2013). Portanto, ainda que nao
existam trabalhos que descrevam os efeitos do triclosan na osmorregulagdo de
peixes, é necessario que se facam estudos que abordem esta tematica (fonte:
Sciencedirect; palavras-chave: triclosan osmoregulation).

Outros biomarcadores bioquimicos como a atividade de enzimas de
biotransformagdo e atividade da acetilcolinesterase ja foram utilizados para a
deteccdo dos efeitos do triclosan em organismos aquaticos (Binelli et al., 2011;
Matozzo et al., 2012; Ku et al., 2014). Porém, é interessante que a aplicacdo desta
variedade de biomarcadores ocorra nas mais variadas espécies, para que sejam

obtidos dados consistentes de como essa substancia pode interagir nos processos
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fisiologicos dos organismos e as possiveis variacbes que podem ocorrer entre
espécies de ambientes diferentes (Nikinmaa, 2014). O peixe Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836) € uma espécie que vem sendo amplamente utilizada como
modelo experimental em ensaios ecotoxicolégicos realizadas na América do Sul por
ser uma espécie nativa da regido Neotropical e por demonstrar sensibilidade a
diversos contaminantes (Simonato et al., 2008; Santos e Martinez, 2012; Simonato
et al., 2016). Entretanto, estudos que investiguem os efeitos de contaminantes
emergentes para esta espécie sdo praticamente inexistentes até o momento
(Navarro e Martinez, 2014; Miranda et al., 2016).

Visto que o triclosan € uma substancia que tem se destacado como um dos
principais contaminantes emergentes de ambientes aquaticos, incluindo rios
brasileiros (Montagner et al., 2014), e que ainda sdo poucos estudos que
demonstram seus efeitos em espécies de peixes da regido Neotropical, o presente
trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos do triclosan para a espécie de peixe
Prochilodus lineatus utilizando biomarcadores relacionados a biotransformacédo e
estresse oxidativo, além de parametros relacionados ao equilibrio osmoidnico e

parametros hematoldogicos.

2. Material e Métodos

A metodologia descrita para realizacdo deste trabalho foi aprovada pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (Processo
CEUA n°® 19618.2013.57).

2.1 Desenho Experimental

Espécimes juvenis de Prochilodus lineatus (n= 70; 25,9 + 1,3g; 10,4 *
0,2cm), fornecidos pela Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual de
Londrina (EPUEL) e Piscicultura Aqua Norte (Cambara-PR), foram aclimatados
durante sete dias em tanques de 300 L contendo agua desclorada e aeragao
constante. Durante este periodo, os animais foram alimentados a cada 48 horas com
racdo comercial e foram verificados diariamente os parametros fisicos e quimicos da
agua (pH 7,79 + 0,06, condutividade 0,153 + 0,01 pS.cm™, oxigénio dissolvido 7,77 +
0,6 mgO,.L™, temperatura 22,74 + 0,3 °C).

As solucbes estoque de triclosan (Sigma-Aldrich — CAS 3380-34-5) foram
obtidas a partir da dissolucdo em metanol, obtendo-se as concentracdes finais nos
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aquarios de 0,1; 1 e 10 pg.L™ de triclosan (denominando-se 0s respectivos grupos
de TCS 0,1, TCS 1 e TCS 10). Um quarto aquério recebeu o volume de 0,125 pL.L™
do solvente metanol (denominado grupo CTR), equivalente ao volume utilizado nos
aquarios que receberam a solucdo de triclosan. As concentracdes de triclosan
escolhidas foram baseadas em trabalhos que relataram concentracdes semelhantes
em ambientes aquaticos naturais (Lindstrém et al., 2002; Montagner et al., 2014).

Apés o periodo de aclimatacdo, grupos de 7 peixes foram transferidos para
0S respectivos aquarios e permaneceram nestas condi¢des durante 24 horas e 168
horas, sendo que neste ultimo tempo experimental ocorreu a renovacédo total de
agua a cada 48 horas, com fornecimento de racdo para alimentacdo 30 minutos
antes de cada renovagcdo. Uma aliquota de agua foi retirada de cada aquério,
sempre antes da transferéncia dos animais (t0 e t24 — para o teste de 24 horas; t0 e
t48 — para o teste de 168h) e armazenadas em frascos ambar, para posteriores
analises das concentracdes de triclosan.

Passados os periodos de exposicdo, os peixes foram retirados dos aquarios
e anestesiados em benzocaina (0,1 g.L™) para a coleta de sangue pela veia caudal.
Entdo, os animais foram mortos por sec¢cdo medular para a retirada das branquias,
figado, cérebro e amostra de musculo. Os 6rgdos foram armazenados em

ultrafreezer (-80° C) para analises posteriores.

2.2 Extracéo e Quantificacao do Triclosan

A quantificagdo do triclosan foi realizada por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Foi utilizado um cromatégrafo
Agilent modelo 1200, equipado com bomba binaria, injetor automatico e
compartimento de coluna termostatizado. A separacdo cromatografica foi realizada
com uma coluna Zorbax SB-C18 (2,1x30 mm, tamanho de particula de 3,5 ym) a
25°C. A fase movel foi constituida de dgua ultrapura (A) e metanol (B), previamente
fitrados em membranas com 0,2 um de porosidade, contendo 0,01% de hidréxido de
amonio, aditivo esse que favorece a formacao de ions. A separacdo se deu no modo
de eluicdo isocratico, com uma proporcao de 30% de agua para 70% de metanol em
3 minutos. A identificacdo e a quantificacdo do triclosan foram realizadas por
espectrometria de massas em um equipamento Agilent com triplo quadrupolo
(modelo 6410B). O triclosan foi ionizado em uma fonte de electrospray no modo

negativo, e foi monitorado pelo modo MRM (MultipleReactionMonitoring). As curvas
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analiticas foram construidas de acordo com a area obtida para cada composto em
funcdo de sua massa na coluna. O limite de deteccao, quantificacdo e o coeficiente
de determinacdo (r?) para o triclosan foram 16,2 ng L™, 49,2 ng L* e 0,991,

respectivamente.

2.3 Andlises Hematoldgicas e Plasmaticas

Com uma aliquota do sangue retirado, foi mensurada a porcentagem de
células vermelhas através da centrifugagdo em microcapilar (1200 g, 5 min) e
posterior leitura em cartdo proprio. Outra aliquota foi adicionada em tampéao formol-
citrato (130 mM citrato de sédio em formol 0,4%) para o célculo do nimero de
eritrocitos, através de contagem em camara de Neubauer ao microscépio optico. O
resultado foi expresso em numero de células por milimetro cubico de sangue (n°
céls.mm™). Para a estimativa do contetido de hemoglobina do sangue foi utilizado
método colorimétrico com cianeto da meta-hemoglobina (HICN), utilizando-se kit
comercial (Doles, Brasil), em espectrofotometro (540 nm). O contedudo de
hemoglobina foi apresentado em g.dL™.

Apoés, o sangue foi centrifugado (1870 g, 15 min) e com o plasma foram
feitas as anadlises dos ions sédio e potassio, a partir de uma diluicdo em agua
deionizada (1:100) e posterior leitura em fotdbmetro de chamas. Para medir o ion
cloreto foi utilizado o método do tiocianato de mercurio (Labtest Diagnoéstica, Brasil)
em espectrofotbmetro de placas em 470 nm. As concentracdes dos ions citados
foram expressas em mM. A quantificacdo de glicose plasmética foi realizada através
do método da glicose oxidase (Labtest Diagnéstica, Brasil) em espectrofotbmetro de

microplacas em 505 nm e expresso em mg.dL™.

2.4 Analises Osmorregulatorias

As branquias previamente limpas tiveram seus filamentos separados dos
arcos branquiais e separados em duas partes para serem homogeneizados (10x do
volume). Para a andlise das atividades das Na'/K'-ATPase e H'-ATPase foi feita
uma homogeneizacdo em tampéao SEID (150 mM sacarose, 10 mM 50 mM EDTA,
imidazol, 2,4 mM desoxicolato sodico, pH 7,5) e posterior centrifugacdo (15 min,
7500 g, 4°C). O sobrenadante foi incubado com um tampéo contendo ouabaina
(inibidor da Na'/K*-ATPase) ou contendo NEM (inibidor da H*-ATPase) e foi
estimada a producéo de fosfato inorganico proveniente da quebra de ATP durante
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um intervalo de 30 minutos (Gibbs e Somero, 1989). Os resultados foram expressos
em pmol Pi.mg prot’. min?. Para o ensaio da atividade da anidrase carbdnica
ocorreu uma homogeneizagdo em tampéo (225 mM manitol, 75 mM sacarose, 10
mM Tris—base e 10 mM NaH,POg4, pH 7.4) e centrifugacdo (10 min, 13.600 g, 4°C).
O sobrenadante foi adicionado em uma solucdo saturada de CO, e foi mensurada a
reducédo de pH resultante da liberacdo de H' durante 20 segundos (Vitale et al.,

1999). A atividade da AC foi expressa AC.mg proteina™.

2.5 Andlises Bioquimicas

O figado foi homogeneizado (10X do volume) em tampéo fosfato de potassio
(0,12 M, pH 7,0) e centrifugado (20 min, 13000 g, 4°C) para as analises bioquimicas.
O cérebro e o musculo foram homogeneizados (10x do volume de ambos) em
tampéao fosfato de potassio (0,1M, pH 7,5) e centrifugados (20 min, 13000 g, 4°C)

para a analise da atividade da acetilcolinesterase.

2.5.1 Enzimas de biotransformacéo

A atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) foi determinada através
da conversao da 7-etoxiresorufina, fornecida no meio de reagao (tampao fosfato de
potéassio 0,1 M, pH 7,6 + NADH 2 mM + 7-etoxiresorufina 0,1 mM), em resorufina
pela acdo da EROD, de acordo com Eggens e Galgani (1992). O aumento
progressivo da fluorescéncia, resultante da formacdo de resorufina, foi medido a
cada minuto, durante 10 minutos (excitagdao: 530 nm, emissao: 590 nm). A porgao
inicial linear da curva foi utilizada para avaliar a taxa de reacdo e a atividade da
EROD foi expressa em pmol de resorufina.minuto™. mg de proteina™, baseada em
uma curva padréo de resorufina.

A atividade da GST foi determinada pela complexacdo da GSH com o
substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em espectrofotometro em 340 nm
(Keen et al., 1976) e expressa em nmol de CDNB conjugados.minuto™®.mg de

proteina™.

2.5.2 Antioxidante ndo-enzimatico
O conteudo do tripeptideo glutationa (GSH) foi determinado através da reacao

da glutationa com o substrato 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzéico (DTNB), formando o
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tiolato (TNB) (Beutler et al., 1963), que foi quantificado em 412 nm e expresso em ug

de GSH.mg de proteina™.

2.5.3 Antioxidantes enzimaticos

A atividade da SOD foi estimada pela taxa de reducéo do citocromo c inibida
pelo O;" (resultante da oxidagdo da xantina pela xantina oxidase), em 550 nm e
expressa em U de SOD.mg de proteina™, sendo que U representa a quantidade de
SOD que promove a inibicdo de 50% da taxa de reducdo do citocromo ¢ (McCord e
Fridovich, 1969). A atividade da CAT foi determinada através da velocidade da
decomposicdo de H,O, pela enzima, onde foi avaliado o decréscimo de absorbancia
em 240 nm (Beutler, 1975) e essa atividade foi expressa em umol de H,O,.minuto
! mg de proteina™. A atividade de GPx foi estimada através da oxidacdo do NADPH
em presenca de H,O,, em espectrofotbmetro em 340 nm e expressa em pumol de
NADPH oxidado.minuto™.mg de proteina™ (Hopkins e Tudhope, 1973). A atividade
da GR foi mensurada de forma indireta através da reducdo do NADPH promovida
pela glutationa oxidada (GSSG) (Carlberg e Mannervik, 1975), em 340 nm e

expressa em umol NADPH oxidado. minuto™.mg de proteina ™.

2.5.4 Peroxidacao lipidica

A peroxidagédo lipidica foi determinada por meio da quantificagcdo do
malondialdeido (MDA), que é um dos produtos finais da peroxidacéo lipidica. Foi
empregado o ensaio TBARS, que mede as substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA), em espectrofotdbmetro a 530 nm (Federici et al., 2007). A
peroxidacao lipidica foi expressa em equivalentes de MDA como pumol de MDA.mg

de proteina™.

2.5.5 Proteinas carboniladas

A quantificagdo de grupamentos carbonilas foi realizado a partir da reacao
das proteinas carboniladas com o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) em acido
cloridrico em espectrofotometro 370nm (Levine et al., 1994). O conteudo de

proteinas carboniladas foi expresso em nmol carbonila. mg de proteina™.

2.5.6 Atividade da acetilcolinesterase (AChE)
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A atividade da AChE foi determinada nos tecidos cerebral e muscular por
meio da quantificacdo do produto da reacdo da acetilcolina com o DTNB (5,5-
ditiobis-2-acido nitrobenzoico) (Alves Costa et al.,, 2007). A medida obtida de

absorbancia em 415 nm foi expressa em nmol de DTNB.minuto™*.mg de proteina™.

2.5.7 Concentragdo de proteinas
A concentragdo de proteinas totais das amostras utilizadas nos ensaios
bioquimicos foi medida através do método de Bradford (1976), baseando-se em uma

curva padréao de albumina de soro bovino (BSA), em espectrofotobmetro a 595 nm.

2.6 Analises Genéticas — Ensaio do cometa

O ensaio alcalino do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988)
com algumas modificacbes (Vanzella et al., 2007). Com as amostras de sangue
conservadas em soro bovino fetal (SBF) foi feito o teste de exclusdo do azul de
trypan, para avaliar a viabilidade celular das amostras, que foi aceita a partir de 80%
de células viavies. Entdo, aliquotas da suspensédo celular foram adicionadas a
agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% e esta mistura foi distribuida em duas laminas
previamente recobertas com agarose normal 1,5%. As laminas foram cobertas com
laminulas e mantidas resfriadas (4°C). Apds 40 minutos as laminulas foram retiradas
e as laminas foram colocadas em cubas contendo solugéo de lise (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10mM Tris, 10% DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10,0) por, pelo menos, 1
hora, também sob refrigeragdo. Em seguida, as laminas foram acondicionadas
durante 30 minutos em tampé&o de desnaturacdo (0,3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH >
13), dentro de cubas horizontais envoltas por gelo, para posterior corrida de
eletroforese (1 V.cm™; 300mA) durante 20 minutos. Apds a eletroforese, as laminas
foram recobertas com tampao de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos,
com renovacgdo completa do tampdao a cada 5 minutos. Apés a terceira neutralizacdo
as laminas secaram em posicéo inclinada e foram fixadas em etanol durante 10
minutos.

Para as andlises, as laminas coradas com gelRed (Uniscience) foram
examinadas ao microscopio de fluorescéncia na objetiva de 40x e foram analisados
100 nucledides por animal. Os danos no DNA foram classificados considerando-se o
tamanho da cauda do cometa, em 4 classes: classe 0 = sem dano aparente; classe

1 = cauda curta menor que o didmetro do nucleo; classe 2 = comprimento da cauda
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correspondendo a uma ou duas vezes o diametro do nucleo; classe 3 = comprimento
da cauda maior que o dobro do diametro do nucleo. A partir dessa classificacédo foi
calculado o escore de danos no DNA para cada tecido, de cada individuo, pela soma
do valor da multiplicagdo do nimero de nucledides encontrados em cada classe pelo

valor da classe.

2.7 Analises Estatisticas

Os resultados dos diferentes parametros analisados para cada grupo
experimental (CTR, TCS 0,1, TCS 1 e TCS 10), em cada tempo experimental, foram
comparados entre si por meio de andlise de variancia paramétrica (ANOVA) ou néo-
paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade
e homogeneidade de variancia). Foram considerados significativos valores de
P<0,05.

3 Resultados

3.1 Mortalidade dos Animais
N&o houve mortalidade dos peixes durante o periodo de aclimatacdo e no
experimento de 24 horas. Porém, durante o experimento de 168 horas, ocorreu

mortalidade de peixes do grupo TCS 10 na proporc¢ao de 37,5%.

3.2 Quantificacdo de Triclosan na Agua

Os valores de triclosan detectados na agua dos aquarios dos diferentes
tratamentos, coletadas imediatamente antes e apés cada renovacdo (24 h) estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentracao de Triclosan (ug.L™) na 4gua dos aquérios experimentais, no tempo inicial (t
0h) e final (t 24h) de cada renovacéo.

CTR TCS 0,1 TCS 1 TCS 10
t Oh N.D. 0,04 + 0,00 1,31+ 0,02 10,60 + 0,06
t 24h N.D. 0,10 +£ 0,00 0,7 £0,00 5,20 £ 0,02

Valores de média + erro padrdo e N=3. N.D. = ndo detectado
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3.3 Andlises Bioquimicas

Com relacdo as enzimas de biotransformacdo, ndao foram observadas
diferencas significativas nas atividades da EROD e da GST (Figura 1A) dos peixes
submetidos aos diferentes tratamentos (CTR, TCS 0,1, TCS 1 e TCS 10) em ambos
0s tempos experimentais (24 e 168 h). A atividade da enzima GR ndo apresentou
alteracOes estatisticamente diferentes entre os peixes dos grupos experimentais de
24 h bem como os peixes de 168 h (Figura 1B), assim como o conteudo de GSH
(Figura 1C).
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Figura 1: Atividade da Glutationa S-transferase (GST) (A) e Glutationa Redutase (GR) (B) e contetdo
de Glutationa (GSH) (C) no figado de Prochilodus lineatus apés exposicdo a 0,1; 1 ou 10 pg.L™ de
Triclosan (TCS 0,1; TCS 1 e TCS 10, respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por 24 h e 168 h
(X + EP; N= 4 a 8). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um
mesmo tempo de exposicdo (P < 0.05).

Os peixes de ambos o0s tempos experimentais ndo apresentaram alteracoes
significativas na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx (Figura 2A,
2B e 2C, respectivamente). Também nédo foram detectadas variacfes significativas
no conteddo de proteinas carboniladas no figado dos peixes expostos aos
tratamentos experimentais, em nenhum dos tempos experimentais (Figura 3A).

Contudo, apos 168 horas de exposi¢cdo a maior concentracao de triclosan (TCS 10),
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a peroxidacéo lipidica no figado dos peixes foi significativamente maior em relacao

aos demais tratamentos (Figura 3B).
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Figura 2: Atividade hepatica da Superoxido Dismutase (SOD) (A), Catalase (CAT) (B) e Glutationa
Peroxidase (GPx) (C) de Prochilodus lineatus apos exposi¢éo a 0,1; 1 ou 10 ug.L™ de Triclosan (TCS
0,1; TCS 1 e TCS 10, respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por 24 he 168 h (X £ EP; N=4
a 8). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de

exposicéo (P < 0.05).
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Figura 3: Conteudo de Proteinas Carboniladas (PCO) (A) e Peroxidacao Lipidica (LPO) (B) no figado
de Prochilodus lineatus apés exposicéo a 0,1; 1 ou 10 pug.L™ de Triclosan (TCS 0,1; TCS 1 e TCS 10,
respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por 24 h e 168 h (X £ EP; N= 4 a 8). Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposicao (P < 0.05).
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As atividades da acetilcolinesterase cerebral (Figura 4A) e muscular (Figura
4B) de peixes expostos ao triclosan ap6s 24 e 168 horas ndo apresentaram

alteracgOes significativas quando entre os tratamentos.
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Figura 4: Atividade enzimética da acetilcolinesterase (AChE) de cérebro (A) e musculo (B) de
Prochilodus lineatus apds exposicéo a 0,1; 1 ou 10 pg.L™" de Triclosan (TCS 0,1; TCS 1 e TCS 10,
respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por 24 h e 168 h (X + EP; N= 4 a 8). Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de exposicao (P < 0.05).

3.4 Analises Genéticas

Os peixes ndo apresentaram aumento na ocorréncia de danos no DNA de
eritrécitos apo6s nenhum dos tratamentos experimentais, em ambos os tempos de
exposicao, como pode ser observado pelo escore de danos (Figura 5) e pelo niumero

de nucleoides danificados (Tabela 2).
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Figura 5: Escore de danos no DNA de eritrécitos de Prochilodus lineatus apds exposicdo a 0,1; 3 ou
30 pg.L* de Triclosan (TCS 0,1; TCS 1 e TCS 10, respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por
24 h e 168 h (X £ EP; N= 4 a 8). Letras diferentes indicam diferenc¢a significativa entre os tratamentos
para um mesmo tempo de exposicdo (P < 0.05).
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Tabela 2: Nimero de nucleoides danificados em eritrécitos de Prochilodus lineatus apos exposicao a
0,1; 3 ou 30 pg.L™ de Triclosan (TCS 0,1; TCS 1 e TCS 10, respectivamente) ou apenas ao metanol
(CTR) por 24 h e 168 h

Classes de Danos Numero de

Tratamentos 0 1 5 3 g:ﬁilf?g;%iss
CTR 27,754 57,7+ 3,8 7,1+3,0 7,4+38 72,3+5,0
TCSO0,1 47,7 +47 47,1+44 51+15 0,0+0,0 55,2+ 3,9
24h TCS 1 34,1+8,1 496 +54 15671 0,7+0,5 65,9+7,5
TCS 10 42,7+£5,0 44,1 +49 11,9+28 1,3+£0,6 57,3+4,6
CTR 40,3+6,1 50,3+4,5 93+24 0,0+0,0 59,7+5,2
TCSO0,1 42,0+6,1 47,3+3,4 10,1+4,1 1,0+0,7 584+7,1
1esh TCS1 30,9+5,8 499 + 3,5 16,0+4,9 3,328 69,1+6,1
TCS10 40,5+7,0 51,8 +5,3 7,8+3,0 0,0+0,0 59,5+6,3

Valores de X £ EP. N=4 a 8. Diferenca significativa se P < 0,05.

3.5 Anélises Osmorregulatérias

A atividade branquial da enzima H*-ATPase (Figura 6A) dos peixes dos
grupos TCS 1 e TCS 10 demonstrou estar diminuida quando comparada aos peixes
dos grupos CTR no experimento de 24 horas. Porém, apds 168 horas de exposicao
n&o foi observada esta diferenca. As enzimas Na'/K*-ATPase (Figura 6B) e anidrase
carbdnica (Figura 6C) ndo tiveram alteragfes significativas em suas atividades em

nenhum tratamento de nenhum tempo experimental.
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Figura 6: Atividade da H™-ATPase (HA) (A), Na'/K*-ATPase (NKA) (B) e Anidrase Carbénica (AC) (C)
em branquias de Prochilodus lineatus apds exposicdo a 0,1; 1 ou 10 pg.L™ de Triclosan (TCS 0,1;
TCS 1 e TCS 10, respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por 24 h e 168 h (X £ EP; N=4 a 8).

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um mesmo tempo de
exposicéo (P < 0.05).

3.6 Andlises Hematologicas e Plasmaticas

Com excecéao dos peixes do grupo TCS 0,1 do experimento de 168 h, que
apresentaram um aumento significativo do conteido de hemoglobina em relacédo ao
respectivo grupo TCS 10, ndo foram verificadas outras alteracdes hematoldgicas em
P. lineatus expostos ao triclosan (tabela 3). As concentracdes plasmaticas de glicose
e dos ions sodio (Na*) e cloreto (CI"), também n&o variaram significativamente entre
0S grupos experimentais, em nenhum dos periodos de exposi¢cdo, como pode ser
visto na Tabela 3.
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Tabela 3: Numero de eritrécitos (RBC), hematdcrito (HTO) e conteddo de hemoglobina (Hb) no
sangue total e concentracdes plasmaticas de glicose e dos fons sddio (Na") e cloreto (CI) de
Prochilodus lineatus apds exposicéo a 0,1; 1 ou 10 pg.L™ de Triclosan (TCS 0,1; TCS 1 e TCS 10,
respectivamente) ou apenas ao metanol (CTR) por 24 h e 168 h.

Tratamentos Parémetrqs + }
RBC HTO Hb Glicose Na Cl
CTR 1,61+0,1 356+20 151+1,2 33,0+3,4 124,1+75 101,7%6,5
TCS0,1 1,76+02 36,4+27 189+18 340+27 1355+50 111,1+4,6
24h TCS1 152+01 331+20 16,6+0,8 369+25 140,1+6,0 117,9+3,8
TCS10 1,97+03 304+26 172+1,1 41,0+29 1394+4,1 109,9+25
CTR 299+0,3 398+26 109+04ab 86,1+133 140,4+6,5 109,6+10,9
TCS0,1 234+02 381+1,1 129+0,7b 552+28 1493+3,1 1184+79
168n TCS1 212+01 429+25 10,8+09ab 51,3+88 1548+32 1245+7,1
TCS10 2,27+0,3 413+08 88+08a 830+180 140,3+3,9 120,8+123

Valores de X + EP. N= 4 a 8. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos
para um mesmo tempo de exposicéo (P < 0,05).
RBC = n° céls.mm™; HTC = % de eritrécitos; Hb = g.dL™; Glicose = mg.dL™; Na* e CI' = mM

4. Discusséo

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que a exposicéo
de P. lineatus ao triclosan pode afetar o equilibrio acido-base apo6s 24 horas e
provocar danos oxidativos no figado apos 168 horas. Também, foi constatada
mortalidade de 37,5% dos peixes do grupo TCS 10 apds 168 horas de exposicao,
indicando a sensibilidade de P. lineatus para esse composto, nessa concentracao e
apos a exposicdo mais longa. Para outras espécies de peixes a CLsp em 96 horas do
triclosan apresenta-se bem maior, como por exemplo, para Pimephales promelas
que é de 260 pg.L™* (Orvos et al., 2002), para Oryzias latipes que é de 602 pg.L™
(Ishibashi et al., 2004) e para Xiphophorus helleri que é de 1,48 mg.L™ (Liang et al.,
2013). As possiveis causas da letalidade do triclosan para P. lineatus serdo
debatidas adiante, ap6s a discussdao de parametros importantes para o
entendimento deste resultado.

As concentracfes utilizadas no presente trabalho foram escolhidas por
estarem proximas de concentracdes encontradas em ambientes aquaticos naturais
(Montagner et al., 2014; Campanha et al., 2015). A variagdo nas concentragdes de

triclosan encontradas nos trés aquarios se deu por este composto possuir
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caracteristicas quimicas bastante peculiares, como por exemplo, sua alta taxa de
fotodegradacao, grande adsorcdo ao substrato e seu coeficiente de particdo (Kow) €
constante de dissociagcédo (pKas) em pH abaixo de 8,0, o qual colaboram com a sua
ionizacao, facilitando a travessia por membranas biolégicas e absorcdo pelo
organismo (Rowett et al., 2016). Porém, a renovacao total dos aquarios ao longo do
experimento possibilitou a constancia das concentracdes durante todo o ensaio.

Apesar de ser um composto organico, o triclosan nao foi capaz de alterar a
atividade da EROD de P. lineatus apés as exposi¢cdes. Essa enzima € extremamente
importante para a biotransformacdo de compostos enddgenos e exdgenos em
peixes e bastante sensivel a diversos contaminantes, e por isso, a EROD é um dos
biomarcadores mais utilizados para a investigagdo dos efeitos de compostos
organicos (Gagnon et al., 2017). Para o crustaceo Daphinia magna (Peng et al.,
2013) e o peixe Xiphophorus helleri (Liang et al., 2013) ja foi observado que o
triclosan é capaz de induzir a atividade da EROD, demonstrando que essa
substancia pode ser metabolizada durante a primeira fase da biotransformacgéo de
alguns organismos. Entretanto, para P. lineatus, as concentracbes de triclosan
testadas parecem ser muito baixas para alterar a atividade da EROD. Porém, este
biomarcador ja se demonstrou sensivel em P. lineatus em exposi¢cdes a outros
contaminantes como a gasolina (Simonato et al., 2011) e a atrazina (Santos e
Martinez, 2012). Uma vez que ndo houve inducdo de biotransformacgéo de fase |
pelo triclosan, poder-se-ia esperar que 0s peixes expostos ao triclosan pudessem
apresentar alteragGes na fase Il da biotransformacdo. Assim como com a EROD,
estudos ja demonstraram que o triclosan € capaz de estimular a atividade de GST
em outros organismos como invertebrados e embrido de peixe (Oliveira et al., 2009;
Binelli et al., 2011). Contudo, a atividade da GST de P. lineatus também néo
apresentou alteragdes, indicando que o triclosan nao deve estar sendo metabolizado
por esta via no figado de P. lineatus. Visto que o triclosan é um composto capaz de
se acumular em alguns tecidos de organismos aquaticos, como musculo e plasma, e
também ja foram registradas concentracdes de triclosan no plasma e leite de
humanos (revisado por Dann e Hontela, 2011), esta hip6tese pode ser levada em
consideragao no presente estudo.

A entrada de xenobibticos no organismo pode desencadear 0 estresse
oxidativo, no qual a producao de espécies reativas de oxigénio excede a capacidade

antioxidante do animal (Valavanidis et al., 2006). Dos antioxidantes (SOD, CAT,
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GPx, GR e GSH) avaliados em P. lineatus, nenhum apresentou alteracdo apés a
exposicao ao triclosan. Entretanto, o peixe P. lineatus é uma espécie que apresenta
sensibilidade nas respostas de biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo
diante de diversos contaminantes, como, por exemplo, metais (Palermo et al., 2015)
e agrotoxicos (Modesto e Martinez, 2010; Santos e Martinez, 2012). Também, em
relacdo a contaminantes emergentes, Navarro e Martinez (2014) observaram que P.
lineatus pode apresentar alteragcbes nos antioxidantes SOD, CAT, GPx e GSH
quando exposto a um surfactante agricola. Quanto aos efeitos do triclosan para os
principais antioxidantes celulares, sabe-se que este composto é capaz de modificar
a atividade de antioxidantes enzimaticos em anelidios (Lin et al., 2010) e bivalves
(Binelli et al., 2011), demonstrando ser uma substancia que pode afetar as principais
defesas celulares contra a instalagdo de um estado de estresse oxidativo.

As principais moléculas que podem ser afetadas pelo excesso de espécies
reativas de oxigénio nas células sdo lipidios, proteinas e o DNA (Lesser, 2012).
Como ja falado anteriormente, em estudos sobre os efeitos do triclosan em espécies
de anelideos e moluscos foram encontrados alteracdes nos principais antioxidantes
celulares acarretando em danos oxidativos como lipoperoxidacdo e danos no DNA
(Lin et al., 2010; Binelli et al., 2011, Matozzo et al.,, 2012). Para P. lineatus, a
exposi¢do ao triclosan pareceu ndo desencadear danos oxidativos em proteinas e
na molécula de DNA. Porém, ao ser analisado o conteudo de malondialdeido (MDA)
no figado de P. lineatus, notou-se que os animais do grupo TCS 10 estéo sofrendo
danos em lipidios, o que indica que P. lineatus esta passando por um estado de
estresse oxidativo. Os lipidios podem ser moléculas extremamente susceptiveis a
toxicidade do triclosan, uma vez que esta substancia atua diretamente na sintese de
lipidios de organismos alvos através da inibicdo da enzima enoil-acila redutase, além
de possuir uma natureza lipofilica (Dhillon et al., 2015).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima relacionada ao sistema
neuromotor de animais e amplamente utilizada como biomarcador para investigar os
efeitos de contaminantes nas fun¢des sinapticas (Van der Oost et al., 2003, Nikinma,
2014). Alguns autores ja detectaram que o triclosan pode alterar a atividade desta
enzima em moluscos e peixes (Oliveira et al., 2009; Matozzo et al., 2012). Para P.
lineatus, mais uma vez, o triclosan ndo promoveu alteracdo neste biomarcador,
indicando que nestas concentracdes e nestes tempos de exposi¢ao o triclosan nao

aparenta ser neurotoxico. Entretanto, P. lineatus é uma espécie que demonstra
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bastante sensibilidade neste biomarcador, apresentando alteracbes nesta enzima
guando exposto a agrotéxicos (Modesto e Martinez, 2010; Pereira et al., 2013) e, no
caso do cobre, o mau funcionamento da AChE de P. lineatus foi associado a
alteracdes comportamentais (Simonato et al., 2016). O triclosan também pode
causar alteracbes comportamentais em peixes, mas, neste caso, 0s autores nao
investigaram a atividade da AChE para fazer qualquer tipo de associacao (Nassef et
al., 2010).

Com relacdo aos paramentros analisados nas branquias, o triclosan
promoveu uma diminuicdo na atividade da HA de P. lineatus. Esta enzima participa
da manutencéo do equilibrio acido-base da célula, uma vez que é responsavel pela
expulsdo do H* proveniente da dissociacdo do H,CO3 pela AC (Hwang e Lin, 2014).
A exposicéo de P. lineatus ao triclosan durante 24 horas pode estar levando a uma
acidificacdo do organismo, ja que a AC permaneceu com a atividade inalterada e
parece ndo estar ocorrendo expulsdo de H*. Além do equilibrio acido-base, a HA
esta intimamente relacionada a captacdo de ions pelas branquias, colaborando com
a manutencao dos niveis osmoidnicos de teledsteos dulcicolas (Hwang e Lin, 2014).
No presente trabalho, P. lineatus ndo apresentou alteracdo nos niveis plasmaticos
do Na" e CI, bem como a atividade da NKA também se manteve inalterada,
demonstrando que, apesar da diminuicdo da HA, o triclosan ndo foi capaz de
ocasionar um desajuste na osmorregulacdo dos animais. Porém, a espécie
escolhida para este estudo ja foi amplamente utilizada como modelo experimental
em trabalhos sobre os efeitos de contaminantes na osmorregulacdo e tem
demonstrado ser bastante sensivel para este tipo de pesquisa (Camargo et al.,
2009; Paulino et al., 2012; Simonato et al., 2013; Ribeiro et al., 2014). Também, as
concentracde plasmaticas médias de Na’® e CI' relatadas para P. lineatus nos
trabalhos citados anteriormente sdo de, aproximadamente, 140 e 120 mM
respectivamente, corroborando as encontradas no presente trabalho.

O conteudo de glicose plasmatica pode ser um biomarcador importante para
estudos ecotoxicologicos, uma vez que pode indicar uma possivel resposta de
estresse do animal frente a um contaminante (Bonga, 2011). Para P. lineatus, o
triclosan paraceu ndo desencadear uma resposta de estresse, mantendo os niveis
glicémicos normais para todos os tratamentos. Também, o triclosan ndo ocasionou
alteracbes nos parametros hematologicos de P. lineatus, sugerindo que apesar do

sangue ser um tecido que entra em contato direto com o contaminante, este néo
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promoveu efeitos deletérios nas suas células. Também, o triclosan ndo apresentou
genotoxicidade para o DNA dos eritrocitos da espécie estudada, diferentemente do
gue ocorreu com trutas expostas ao triclosan durante 40 dias (Capkin et al., 2017).
Por mais que o triclosan ndo tenha alterado a maioria dos biomarcadores
testados em P. lineatus, a mortalidade que ocorreu apés 168 horas provavelmente
esta relacionada com os danos ocorridos em lipidios do figado desses animais. As
branquias podem ter sofrido uma acidificagdo em 24 horas, mas que néo é relatada
em 168 horas. Portanto, a presenca do triclosan em ambientes aquaticos, mesmo
em baixas concentracdes, pode ser prejudicial para a homeostase da espécie
Neotropical P. lineatus e o presente trabalho visa contribuir para que medidas sejam
tomadas para a regularizagdo do despejo desta substéancia em ecossistemas

aquaticos.
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CAPITULO IV - CONCLUSOES GERAIS

Com base nos dados obtidos, o peixe P. lineatus se demonstrou sensivel
aos contaminantes emergentes testados, apresentando maior susceptibilidade
guando exposto a concentracdes mais altas e durante um maior tempo (168 horas).
Apesar de a cafeina e o triclosan serem encontrados com uma maior frequéncia em
concentracdes na faixa de ng.L™, as concentragées que provocaram alteracées nos
biomarcadores de P. lineatus ja foram relatadas em estudos brasileiros. Também, os
orgaos analisados foram muito coerentes na investigacédo da sensibilidade do peixe,
ja que o figado € o principal érgdo de detoxificacdo, o cérebro por ser um érgédo alvo
da cafeina e a branquia por ser o 6rgdo com maior contato com os contaminantes.

Por serem compostos organicos, esperava-se que 0S contaminantes
escolhidos ativassem as enzimas de biotransformacdo dos peixes expostos, porém
somente a cafeina aumentou a atividade da EROD no figado. Uma das
consequéncias das vias de biotransformacéao elevadas € a formacédo exacerbada de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Porém, como ndo foram observados danos
oxidativos nos peixes expostos a cafeina e nem o aumento de GSH, ndo se pode
afirmar que tenha ocorrido esse processo. Ja o triclosan promoveu aumento de LPO,
indicando a instalagdo de um estresse oxidativo. Entretanto, como ndo ocorreram
outros danos oxidativos e também n&o houve alteracbes nos antioxidantes
enzimaticos, existe a possibilidade de o préprio triclosan estar atuando nos danos
lipidicos. Se for levado em consideracdo o modo de acdo do triclosan, que € a
inibicdo da sintese de lipidios, poderia ser explorada melhor esta influéncia do
composto nos lipidios de P. lineatus.

O triclosan néo alterou a atividade da AChE para P. lineatus, enquanto que a
cafeina diminuiu a atividade da enzima no musculo. Porém, esta enzima pareceu
nao influenciar nas alteragbes comportamentais observadas durante os
experimentos da cafeina, uma vez que as principais mudancas ocorreram em 24
horas, no qual ndo teve variacdo da AChE, podendo estas serem atribuidas aos
efeitos da cafeina nos receptores de adenosina.

A andlise dos parametros osmorregulatorios foi extremamente relevante
neste trabalho, uma vez que sdo praticamente inexistentes estudos relacionando
disturbios osmorregulatérios a contaminantes emergentes. Mesmo que o triclosan

ndo tenha alterado o equilibrio osmaético de P. lineatus, o triclosan diminuiu a
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atividade da HA, indicando que a presenca deste contaminante na agua pode
desencadear uma perturbacdo no equilibrio acido-base do animal. A cafeina, por
sua vez, ocasionou grandes alteracfes na captacdo de ions de P. lineatus,
principalmente pelo fato de que esta substancia ja possui efeitos no transporte de
Ca®* em células de mamiferos e, com o presente trabalho, comprovou-se que
também pode atuar na captacdo de Ca’?" desta espécie, 0o que indica que esta
substancia pode ocasionar efeitos adversos na regulacdo i6nica de teledsteos
dulcicolas, processo fundamental para a sobrevivéncia destes organismos.

Portanto, este trabalho vem contribuir para com o levantamento de dados
sobre os efeitos de contaminantes emergentes em organismos aquaticos,
considerando que, até 0 momento, sdo poucos estudos que explorem peixes da
regido Neotropical. Também, os resultados comprovaram que a cafeina e o
triclosan, que sdo compostos utilizados diariamente, precisam ser regulamentados
em leis ambientais, uma vez que a presenca destes contaminantes promovem
alteracOes significativas na homeostase de P. lineatus, e no caso do triclosan,

ocasionando a morte de individuos.



