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RESUMO

Entre os contaminantes emergentes que vem impactando os corpos d’agua estao os
farmacos. A presenca de medicamentos tem sido detectada em diversos paises néo
sé na 4gua como no solo e em sedimentos. Muitas vezes, os tratamentos de
efluentes tradicionais ndo séo eficazes na eliminacdo dessas substancias, e desta
forma elas ficam disponiveis no ambiente, oferecendo risco a organismos aquaticos
e terrestres por serem potencialmente téxicos. Entre esses farmacos esta o
diclofenaco, um anti-inflamatério amplamente prescrito mundialmente, que possui
acdo analgésica, anti-inflamatéria e antipirética. Este trabalho objetivou avaliar os
potenciais efeitos agudos toxicos deste medicamento para o ambiente aquatico,
através de um bioensaio com peixes Rhamdia quelen, uma espécie nativa da
América do Sul. Organismos juvenis foram expostos nas concentracdes de 0,2, 2 e
20 pg/L de diclofenaco sédico em agua. Apos 96 horas de exposicdo 0s animais
foram anestesiados para a coleta de sangue e posteriormente eutanasiados. No
figado e rim posterior foram avaliados os biomarcadores bioquimicos de estresse
oxidativo CAT, SOD, GPX, GSH, GST e LPO e para avaliar a genotoxicidade foi
utilizado o ensaio cometa. No sangue foram avaliados biomarcadores hematoldgicos
e 0 genotoxico. No figado ndo foi evidenciada nenhuma alteracdo nos
biomarcadores bioquimicos e na genotoxicidade. No rim foi observado aumento na
atividade da SOD nas concentracdes de 2 e 20 ug/L, diminuicdo da LPO e de dano
genético na maior concentracdo de diclofenaco testada. Nos resultados dos ensaios
hematoldgicos o numero de eritrécitos diminuiu nas concentracdes de 0,2 e 2 pg/L, o
namero de neutrofilos aumentou na maior concentragdo e o de mondcitos
apresentou aumento na concentracdo de 2 ug/L. O numero de linfécitos e
mononucleares diminuiu nas concentracdes de 2 e 20 ug/L. Esses resultados
sugerem gue a exposi¢do aguda ao diclofenaco provoca alteracdes hematoldgicas e
renais em R. quelen, apresentando risco potencial de afetar essa espécie e

consequentemente o ecossistema no qual encontra-se inserida.

Palavras- chave: Toxicologia ambiental, diclofenaco, Rhamdia quelen, hematologia,

biomarcadores.
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ABSTRACT

The pharmaceuticals are among the emerging contaminants that are impacting water
bodies. Drugs have been detected in water, soil and sediment of different countries.
Sometimes conventional methods of sewage treatment do not remove these
substances, that become available in the environment and can cause risks to aquatic
and terrestrial organisms, because are potentially toxic. The non-steroidal
inflammatory drug diclofenac represents one of the detected compounds in the
environment and it has analgesic, anti-inflammatory and antipyretic action. The aim
of this study was to evaluate the potential toxic effects of diclofenac to the aquatic
environment, using bioassay with a native fish species of the South America,
Rhamdia quelen. Juveniles were exposed to three concentrations of diclofenac: 0.2,
2 and 20 upg/L in the water. After 96 hours of exposure, the animals were
anesthetized, the blood was taken and they were submitted to euthanasia. The
oxidative stress biomarker CAT, SOD, GPX, GSH, GST e LPO and genotoxicity
biomarker single-cell gel electrophoresis, were evaluated in liver and posterior
kidney. In the blood was evaluated genotoxicity and hematological biomarkers. In
the liver was not observed alterations in the biochemical biomarkers and
genotoxicity. In the fish kidney was observed an activity increasing of superoxide
dismutase at 2 and 20 ug/L, a decrease in liperoxidation and DNA damage in the
highest concentration in relation to the control group. In the hematology the red blood
cells number decreased at 0.2 and 2 ug/L, the number of neutrophils increased in the
highest concentration, and the number of monocytes increased at 2 pg/L. The
lymphocytes and mononuclear counts decreased in concentrations 2 and 20 pg/L.
These results suggest that acute exposure to diclofenac causes renal and
hematological changes in fish R. quelen, with potential to affect this species and

consequently its ecosystem.

Keywords: environmental toxicology, diclofenac, Rhamdia quelen, hematology,

biomarkers.
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1 INTRODUCAO

A agua é um recurso natural imprescindivel para todas as formas de vida do
planeta. Sua preservacao é essencial para o futuro da sobrevivéncia dos diversos
organismos, no entanto, a interagdo dos recursos hidricos naturais com a evolugdo
das atividades humanas comprometem esses sistemas (GIUPPONI & SGOBBI,
2013).

Os produtos farmacéuticos estado cada vez mais sendo investigados enquanto
poluentes ambientais, por sua crescente disponibilidade no ambiente e os potenciais
riscos a biota dos ecossistemas onde estdo sendo inseridos (VERLICCHI et al.,
2012). Essas substancias sédo disponibilizadas para ambiente por diversas vias,
sendo que podem ser eliminadas, na forma inalterada ou metabolizada, por
humanos e animais, ou descartadas inadequadamente em aterros e lixdes sendo em
seguida lixiviado, contaminando o solo e os lengéis freaticos (CHAPMA et al., 2006).
Estudos tém demonstrado que, muitas vezes, os farmacos ndo sdo completamente
eliminados nas estacdes de tratamento de efluentes, sendo assim langados nos
corpos d’agua superficiais, isso porque as ETE's (Estacdo de tratamento de
efluentes) geralmente sdo projetadas para tratar compostos organicos e
microbiolégicos e ndo produtos farmacéuticos complexos (VERLICCHI et al., 2012).
Pesquisas recentes visam desenvolver tecnologias pra eficaz remocao desses
contaminantes (KYZAS et al., 2013).

Uma vez disponiveis no ambiente, os farmacos podem dar origem a uma
série de efeitos adversos em organismos aquaticos e terrestres, sendo que estes
efeitos podem ocorrer em qualquer nivel da hierarquia biolégica, podendo haver
danos desde o nivel celular até o comprometimento de um ecossistema inteiro (BILA
& DEZOTTI, 2003). Estudos tém observado a presenca produtos farmacéuticos de
diversas classes, como anti-inflamatoérios e hormoénios, em ambientes aquaticos em
diversos paises como Alemanha, Canada, Inglaterra, Holanda, Suécia, Estado
Unidos, Italia e Brasil, normalmente em concentragfes entre ng/L e pg/L (BILA &
DEZOTTI, 2003; KOLPIN et al., 2002).
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O diclofenaco pertence a classe dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais, e é um
dos medicamentos mais vendidos no Brasil, sendo amplamente comercializado
devido a sua grande diversidade de aplicagbes. Segundo MEMMRET et al. (2013) o
consumo mundial do diclofenaco como droga farmacéutica é estimado em mais de
1000 toneladas por ano. Esse principio ativo vem sendo detectado no ambiente em

varias partes do mundo em concentracdes variadas.

Para testar os potencias efeitos causados a organismos pela exposicao a
farmacos tém sido cada vez mais utilizados ensaios toxicologicos. Estes
caracterizam as amostras analisadas pelos efeitos bioldégicos dos compostos
quimicos presentes, dando informacbes além das analises quimicas, que
apresentam apenas quantificacbes, as consequéncias da presenca daquela
substancia no ambiente (GUSTAVSON et al., 2000). Neste tipo de andlise séo
utilizados biomarcadores, que séo respostas precoces do organismo que podem ser
de natureza bioquimica, fisiol6gica, morfoldégica ou comportamental, apresentadas
por um organismo apds sua exposi¢cao a uma substancia xenobionte (MELANCON,
1995).

Entre os organismos mais utilizados em pesquisas toxicologicas estao
diversas espécies de peixes, entre elas o jundia, Rhamdia quelen, que é um peixe
endémico da América do Sul, distribuido da Argentina até o México, que pode
chegar a cerca de 50cm de comprimento e pesar cerca de 3 kg. Possui habito
noturno e preferéncia por locais calmos e profundos de rios (GOMES et al., 2000).
Por ser de facil adaptacao as condi¢des de cultivo essa espécie vem sendo utilizada

para consumo humano e para pesquisas cientificas (BARCELLOS et al., 2004).

Com base nisso, este trabalho teve por objetivo realizar um bioensaio
utiizando Rhamdia quelen, para determinar possiveis efeitos toxicos agudos do
diclofenaco através de biomarcadores, desta forma, evidenciando o risco potencial

desta substancia no ambiente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fa&rmacos e o0 meio ambiente

Nos ultimos anos os farmacos passaram a ser detectados, figurando entre os
poluentes, em diversas matrizes ambientais, tais como aguas superficiais, solo e
lencois freaticos (VERLICCHI et al., 2012). Este fato pode ser atribuido ao uso
crescente de medicamentos devido ao desenvolvimento da industria farmacéutica e
0 aumento da expectativa de vida da populagédo, pois as pessoas estdo vivendo
mais e usando mais farmacos a medida que envelhecem (VAN DER AA et al.,
2011). Além disso, o desenvolvimento de técnicas analiticas passou a possibilitar a
quantificacdo de farmacos, entre outros micropoluentes, presentes em baixas

concentragdes em aguas tratadas (KUMERER, 2010).

O surgimento de novos farmacos é crescente, segundo GIGER (2002) mais
4.000 substancias quimicas ja estavam sendo utilizadas com fins farmacéuticos.
Entre os maiores produtores de medicamento no mundo estdo a Unido Europeia, em
primeiro lugar, seguida pelos Estados Unidos, Asia, Jap&o e Brasil em quinto lugar
(BINIECKA et al., 2005).

Produtos de higiene pessoal, agrotéxicos, produtos de uso veterinario,
farmacos, embalagens de alimentos e micro-organismos, sdo exemplos dos
denominados contaminantes emergentes, que sdo contaminantes que apesar de
encontrados no ambiente, normalmente ndo sdo monitorados no ambiente, no
entanto, oferecem risco potencial a saude e ao meio ambiente (SILVA et al., 2011).
Muitos deles vém sendo detectados com frequéncia nos ultimos anos em aguas
naturais, oriundos principalmente de efluentes domésticos e industriais, cujos
tratamentos convencionais, muitas vezes, ndo sao capazes de elimina-los (REIS
FILHO et al., 2007; SODRE et al., 2010).

O fato de que os farmacos sao desenvolvidos para serem mais persistentes
nas prateleiras dos estabelecimentos comerciais, com a finalidade de conservar

suas propriedades quimicas mantendo sua eficacia para o uso terapéutico, faz com
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que uma alta quantidade seja excretada de forma inalterada no ambiente, além de
seus metabdlitos (JHONSON et al., 2013). Uma vez disponiveis no ambiente, os
farmacos podem dar origem a uma série de efeitos adversos em organismos
aquéticos e terrestres, e estes efeitos podem ocorrer em qualquer nivel da hierarquia
biolégica, ou seja, pode haver danos desde o nivel celular até o comprometimento
de um ecossistema inteiro (BILA & DEZOTTI, 2003).

As substancias farmacéuticas podem ser disponibilizadas no ambiente de
diversas formas, entre elas através do descarte direto de remédios, que ndo sao
utilizados por completo e/ou muitas vezes excedem o prazo de vencimento, e
acabam posteriormente sendo depositados no lixo doméstico ou no esgoto comum
(CHIEN et al., 2013). Outra forma é através da excre¢do, poisS no organismo o
medicamento € biotransformado total ou parcialmente, e as substancias que séo
originadas nesse processo, sdo 0s denominados metabdlitos, podendo ser
excretados pelos pulmdes, trato gastrointestinal, rins e secre¢des corporais
(BIJLSMA et al., 2013).

Segundo a lei da Politica Nacional de Residuos Sélidos n° 12.305/ 2010, deve
ser observada a responsabilidade compartilhada pelos residuos sdlidos gerados
entre os diferentes setores, na qual fabricantes, importadores, distribuidores,
comerciantes e consumidores tem responsabilidade sobre a destinacdo dos
residuos, os quais estao incluidos os medicamentos em desuso. A Lei estadual de
n°17.211/ 2012 que dispbe sobre a responsabilidade da destinacdo dos
medicamentos vencidos ou sobras, oriundos dos domicilios, trata da destinacéo
adequada desses produtos no estado do Paranid. No Parana os estabelecimentos
gue produzem ou comercializam medicamentos devem ter pontos de coleta, onde a

populacao deve dispor esses produtos.

Segundo COMORETTO & CHIRON (2005), entre os principais locais onde
ocorrem a presenca de farmacos residuais estéo o rios, devido ao despejo do esgoto
domeéstico, industrial, hospitalar e rural; os lencgois freaticos, pela ocorréncia de
infillracdo de efluentes contaminados; os sedimentos, pela deposicdo de
substéancias; o solo, pelo despejo inadequado e 0s oceanos, através de esgotos ou

rios contaminados.
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Um fato preocupante é que 0s processos convencionais de tratamentos de
efluentes, muitas vezes nao sao capazes de eliminar os farmacos, fazendo com que
esses quimicos sejam lancados, contaminando aguas superficiais (VERLICCHI et
al., 2012) Os farmacos residuais podem oferecer uma série de riscos potenciais.
Diversos estudos vém sendo realizados com antibioticos, por sua caracteristica de
selecionar microrganismos resistentes e por ser amplamente utilizado, e também
com estrégenos, devido ao seu potencial de afetar o sistema reprodutivo dos
organismos aqudaticos, podendo causar a feminizacdo de algumas espécies de
peixes em rios contaminados (FERNANDES et al., 2011).

REIS FILHO et al. (2007) apontam que entre os principais medicamentos que
sdo potencialmente nocivos aos organismo aquaticos estdo os antibidticos
amoxicilina, tetraciclina, azitromicina, ciprofloxacina e eritromicina; os anti-
inflamatorios diclofenaco e ibuprofeno; os horménios 17a-etinilestradiol, 17(3-
estradiol, dietilbestrol, levonorgestrel, testosterona e tiroxina; o anti-hipertensivo
reserpina; os antiulceroso omeprazol e ranitidina, os analgésicos paracetamol,
dipirona sobdica, codeina, éacido acetilsalicilico e tramadol; os cardiovasculares
captopril, propanolol, diltiazem, verapamil e lisinopril; e os antidepressivos fluoxetina
e citalopram.

No Brasil vérios farmacos ja foram identificados. No Rio de Janeiro encontrou-
se no esgoto bruto o estrogénio 17 B-estradiol na concentracdo de 0,021 pg/L e
estrona na concentracdo 0,04 pg/L (TERNES et al.,, 1998). Em rios do Estado de
Sédo Paulo foi detectado o horménio estriol em concentracbes em ng/L em aguas
superficiais (JARDIM et al., 2012).

2.2 Diclofenaco

O diclofenaco (Fig. 1) é um farmaco pertencente a classe dos anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) (MEMMERT et al., 2013). Os AINES estédo
entre os medicamentos mais amplamente prescritos em todo o mundo, além de
serem utilizados muitas vezes sem prescricdao (HANG et al., 2004). Estes farmacos
possuem atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatoria (MEMMERT et al.,
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2013; TAGIROVA & MUKHUTDINOVA, 2005). O mecanismo de ac¢ao do diclofenaco
estd associado a inibicdo da sintese das prostaglandinas através da inibicdo da
ciclo-oxigenase, mais precisamente das isoenzimas COX-1 e COX-2, que por sua
acao catalitica promovem a formacdo de prostaglandinas (GELLER et al., 2012).
Como essa classe de medicamento € bastante utilizada em doencas articulares, o
seu uso é realizado em altas doses ou por periodo continuado, o que pode resultar
em diversos efeitos colaterais como comprometimento do figado, rim, baco e medula
(RAINSFORD & VELO, 1992) e principalmente no trato gastrointestinal, como

irritacdo, sangramento e ulceracdo (MULLER et al., 2004).

A estrutura quimica do diclofenaco esta representada figura 1. O hidrogénio
da hidroxila pode ser substituido por Na, K, resultando em diclofenaco sodico ou
potassico ou ainda por resina. O diclofenaco de potassio é comercializado como
Cataflan® e o de sédio como Voltaren®, entre outras (RIGOBELLO, 2012). Essa
substancia possui fracas propriedades acidas, e sua solubilidade depende do pH do
meio, sendo por exemplo insolivel em acido cloridrico, ligeiramente soltvel em agua
e bastante solivel em tampdo fosfato pH 6,8. Os principais metabdlitos do
diclofenaco sao os 4’-hidroxi, que sdo excretados pela urina e pela bile, sendo que a
quantidade eliminada sem nenhuma alteracdo € bastante pequena (BRUNTON et
al., 2007).

Cl
NH
Cl OH
O

FIGURA 1: Estrutura quimica do diclofenaco.
Fonte: ZHANG et al., 2012.

A presenca do diclofenaco vem sendo identificada em aguas superficiais em

diversos paises nos ultimos anos. Segundo levantamento realizado por ISLAS-



18

FLORES et al. (2013) em diversos paises europeus este farmaco foi detectado em
concentracfes entre 10 a 2200 ng/L e no México de 0,25 a 0,50 mg/L. No Brasil as
concentracbes de diclofenaco observadas em corpos d’agua rementem sempre a
faixa de ng a pg/L, GHISELLI (2006) encontrou em rios até 6,0 pg/L e em esgoto
bruto 2,87 ug/L dessa substancia.

O diclofenaco esta presente em um classico estudo de caso da area de
ecologia envolvendo decréscimo de populagdo. Na década de 90 na india e
Paquistdo comecou-se a observar um grande declinio na populacdo de abutres da
espécie Gyps bengalensis, ao calcular as “taxas de crescimento populacional”,
ecoblogos verificaram que esta era de cerca de 0,50, o que significa uma taxa de
declinio da populacao de cerca de 50% ao ano, o que era extremamente alarmante,
uma vez que os abutres desempenham um importante papel no ecossistema
daquela regido, para remocao de cadaveres de grandes animais e até de humanos,
acelerando o processo de ciclagem de nutrientes. Os pesquisadores demoraram
anos até encontrar a causa das mortes, que era exatamente a contaminacao por
diclofenaco. Os abutres foram contaminados pela ingestdo de animais domésticos
tratados com diclofenaco, e apds essa ingestédo sofriam faléncia renal (TOWNSEND
et al., 2006).

Segundo SOUZA & FERRAO (2006) o diclofenaco é utilizado em 120 paises,
sendo o AINE mais utilizado e a droga mais vendida no mundo. No entanto, apesar
dos beneficios terapéuticos, os AINES sdo responsaveis por uma grande
porcentagem das reacfes adversas causadas por medicamentos, além de estarem
presentes em relatorios de 6bitos relacionados a drogas. O diclofenaco de sodio tem
sido associado a quadros graves de hepatotoxicidade (VAN LEEUWEN et al., 2011).

Estudos toxicologicos, envolvendo exposicdo de peixes ao diclofenaco,
indicaram que carpas expostas as concentragcdes de 1, 10 e 100 mg/L apresentam
alteracdes hematologicas e bioquimicas (SARAVANAN et al, 2011), além de, nas
fases iniciais do ciclo de vida dos peixes, causar estresse oxidativo e mortalidade
(STEPANOVA et al., 2013).
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2.3 Biomarcadores bioquimicos

A poluigdo dos corpos d’agua pode causar diversos efeitos nocivos aos
organismos presentes nestes sistemas. E comum substancias poluentes estarem
presentes em pequenas concentracdes, muitas vezes resultando em danos sub-
letais ndo aparentes, ou seja, que ndo causam a morte, mas podem gerar uma série
de consequéncias deletérias ao organismo (HANG et al., 2004). Para avaliar esses
efeitos tem sido utilizados biomarcadores, ou marcadores biologicos, que podem ser
definidos como variacdes induzidas em um organismo pela exposicdo a compostos
xenobibdticos em componentes celulares, bioquimicos, estruturais ou em alguma

funcado, que podem ser mensurados em uma amostra (JEBALI et al., 2012).

2.3.1 Biotransformacao

Segundo HEATH (1987) os teleGsteos podem absorver os poluentes
disponiveis no ambiente aquatico através da alimentacéo, da ingestao da agua, das
branquias, e da pele, sendo que uma parte do contaminante pode ser bioacumulada
no organismo e grande parte é transferida para o figado e rim, onde ocorre a
biotransformagédo pela acdo de enzimas, tornando as substancias mais
hidrossoluveis e para dessa forma serem eliminadas pelas diversas formas de

excretas.

A biotransformacdo é um processo no qual os compostos xenobioticos
lipofilicos sdo metabolizados de forma a originar substancias finais mais
hidrossollveis que serdo mais facilmente eliminadas pelo organismo. Se néo fosse
realizada a biotransformacdo os xenobidticos lipofilicos seriam excretados muito
lentamente e desta forma haveria acumulagéo, o que poderia comprometer a saude
e a vida do organismo. Como na maioria das vezes a biotransformagéao resulta na
diminuicdo do efeito toxico dos xenobidticos, ela é considerado um processo de
desintoxicacao (ABASS et al., 2012).
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Nesse mecanismo estado envolvidas diversas enzimas, que apesar de serem
encontradas na maioria dos tecidos a maior atividade ocorre no figado e em tecidos
como trato gastrointestinal, pele, pulmdo, muco nasal, e em Orgdos como rins,

pancreas, coracao, cérebro e gbnadas (PARKINSON, 2001).

O processo de biotransformacdo ocorre em duas etapas, geralmente
denominadas de fase | e Il. Na fase | ocorrem as reacdes catabdlicas, como
oxidacao, reducao e hidrolise, na qual fica exposto um grupo quimico reativo como -
OH, -SH e -COOH, desta forma a substancia originada apresenta grupos funcionais
gue possibilitam as reacfes da fase seguinte, ou seja de conjugac¢do a um composto
endoégeno (PARKINSON, 2001).

Na fase Il ocorrem as reacdes anabdlicas, envolvendo conjugacfes que
normalmente resultam em substancias inativas. Nesta etapa o metabdlito originado
na fase | é ligado covalentemente a uma molécula enddégena como acido glicurdnico,
glutationa, sulfatos organicos e aminoécidos, resultando em um conjugado
hidrossoluvel (GIBSON & SKETT, 1994). A enzima glutationa S-transferase age na
fase I, sendo responsavel pela conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) com o

metabdlito, formando uma molécula mais facil de ser eliminada (JEBALI et al., 2012).

2.3.2 Estresse oxidativo

Os organismos aerdbios consomem oxigénio e utilizam-no para a oxidacao
dos alimentos consumidos com a finalidade de obter energia (ALBERTS et al.,
1997). Nesse metabolismo sdo gerados uma série de compostos com oxigénio que
sdo altamente reativos denominados EROS (espécies reativas de oxigénio), entre
eles o anion superoéxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidoxil
(HO') (LUSHCHAK, 2011). Cerca de 2% do oxigénio consumido pelos organismos é
transformado em EROS, sendo que possuem uma seérie de defesas para
desintoxicacdo desses compostos. Porém quando ocorre o desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e sua eliminagdo ou neutraliza¢do ocorre
o chamado estresse oxidativo, que pode ser oriundo da presencga de xenobioticos
(MONTEIRO et al., 2013).
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Entre os biomarcadores de estresse oxidativo estdo a lipoperoxidacdo ou
peroxidacdo de lipidios (LPO). As EROS reagem com os lipidios das membranas
celulares iniciando o processo de lipoperoxidacao, no qual se realiza uma cadeia de
reacfes gerando diversos compostos, alguns deles bastante téxicos (LIPPMAN,
1983). Nesse processo o radical livre interage com um acido graxo da membrana
celular sequestrando um atomo de hidrogénio, o que resulta na formacdo de um
radical lipidico que reage com O:2 originando um radical peroxila, este também ir4
sequestrar um outro hidrogénio de um outro acido graxo, formando um hidroperéxido
e um novo radical lipidico, continuando assim a reacdo em cadeia da

lipoperoxidacao (Figura 2).

Inicio LH+OH* — L* + H,0

Propagacao L*+ O, LOO*

Propagacao LH + LOO* —— L*+ LOOH

FIGURA 2: Reacdes do processo de lipoperoxidagédo. LH: 4cido graxo insaturado; OH®: radical livre;
L*: radical lipidico; LOOQ?®: radical peroxila e LOOH: hidroperéxido lipidico. Fonte: GUARATINI et al.,
2007.

Como consequéncia ocorre dano na funcdo das membranas celulares e
organelas (MEAGHER & FITZGERALD, 2000), sendo que as membranas podem
tornar-se rigidas, perder sua permeabilidade e ainda ter sua estrutura comprometida
(SEVANIAN & MCLEOD, 1997).

Entre as defesas que o organismo possui para eliminacdo dos EROS, estéao
as defesas antioxidantes enzimaticas. Para que as concentracdes das espeécies
reativas na célula sejam mantidas reduzidas a a acdo combinada de trés enzimas
SOD, CAT e GPX (MONTEIRO et al., 2013; CHANCE et al., 1979).

As Superoxido dismutase (SOD) sdo metaloenzimas que podem apresentar
como grupo prostéticos Mn, Fe ou Cu/Zn (FRIDOVICH, 1986). Desempenham uma
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das fungcbes mais importantes no organismo no combate aos radicais livres, realiza a
funcdo de catalisar a dismutacdo do superoxido em peroxido e oxigénio (Figura 3)
(ZHENG et al., 2010). A SOD tem sido considerada um excelente biomarcador de
estresse oxidativo, sendo sua atividade inibida quando o organismo é exposto a
determinados compostos (CHANDRAN et al., 2005).

SOD
20,* + 2H* —— H,0, + 20,

FIGURA 3: Reagéo de dismutagcédo do O2e- catalisada pela SOD, onde O2* é o radical superoxido e
H20:2 € o peréxido de hidrogénio. Fonte: GUARATINI et al., 2007.

A catalase (CAT) é uma enzima que atua na metabolizacdo de peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Figura 4) (VAN DER OOST et al.,, 2002). Essa
enzima localiza-se nos peroxissomos (organelas celulares), estando presente na
maioria dos tecidos principalmente no figado e eritrocitos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Além de atuar na decomposi¢cao do peréxido de hidrogénio,
atua na oxidacao de compostos hidrogenados como metanol, etanol, &cido férmico e
fendis (AEBI, 1984). Essa enzima apresenta uma elevada atividade quando o

organismo encontra-se em estresse oxidativo (CHANDRAN et al., 2005).

CAT
2H,0, . H,0+O0,

FIGURA 4: Reacéo catalisada pela Catalase.
Fonte: GUARATINI et al., 2007.

A glutationa € um tripeptideo que possui em sua estrutura um radical sulfidrila.
Na forma reduzida de tiol denomina-se GSH (Figura 5) e na forma oxidada GSSH,

onde dois tripeptideos estao ligados através de uma ponte de dissulfeto (Figura 6).
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FIGURA 5: Formula da glutationa reduzida.
Fonte: Adaptado de HUBER et al., 2008.

NH,

FIGURA 6: Férmula da glutationa oxidada.
Fonte: Adaptado de HUBER et al., 2008.

Na reacédo de reducdo de GSSH a GSH atua a enzima glutationa redutase
(GR) e a enzima responsavel pela oxidagcdo de GSH a GSSH é a glutationa
peroxidase (GPx). A glutationa S-transfertase é uma enzima que catalisa a
conjugacdo da GSH tanto com compostos enddgenos, como com substancias
exdgenas, a fim de torna-las menos toxicas, mais hidrossollveis, e mais facilmente

excretadas (TEKMAN et al., 2008).

A GSH esta presente em altas concentragfes dentro das células de todos os
organismos aerobios e estd associado a diversas funcbes como a sintese de
proteina e DNA, integridade do citoesqueleto e defesa contra moléculas oxidantes e
compostos xenobidticos, atuando contra as EROS (PENA-LLOPIS et al., 2002). A
GPX atua na reducdo do peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio, utilizando como
doador de elétrons a glutationa reduzida (GSH), além de estar envolvida na reducao

de peroxidos organicos, como os lipoperéxidos gerados na lipoperoxidacédo (DI
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GIULIO et al., 1995). Na fase Il do processo de biotransformacdo de xenobibticos
ocorre a transferéncia da GSH para grupamentos bioativos pela acdo da enzima
GST, a GSH atua entdo como um co-substrato enddégeno de destoxificacdo (JEBALI
et al., 2012; MONKS et al., 1990).

2.4 Biomarcadores hematoldgicos

Estudos hematologicos visam investigar os padrdes e as alteracdes das
células do sangue, sendo de interesse ecoldgico, uma vez que ha relacao entre as
caracteristicas sanguineas e a adaptabilidade dos peixes ao ambiente (LOPES et
al., 2010). Portanto, a andlise das caracteristicas hematoldgicas € de grande
importancia em animais expostos a produtos quimicos (OMOREGIE, 1998). Diversas
alteracdes hematoldgicas foram verificadas em peixes, quando expostos ao lindano
e a metais pesados verificou-se diminuicdo no namero de eritrécitos, ao herbicida
clomazone ocorreu diminuicdo da hemoglobina, e a farmacos, como o diclofenaco, o
namero de eritrécitos diminuiu e o de leucécitos apresentou aumento apdés as
exposicdes (KANDEMIR et al., 2010; MEDHI & HAZARIKA, 2013; PEREIRA et al.,
2013; SARAVANAN et al., 2011).

Os testes hematologicos normalmente avaliam os componentes da porcdo
figurada do sangue, formada por eritrocitos, hemacias ou glébulos vermelhos, que
sao responsaveis pelo transporte de oxigénio, leucdcitos, que sao responsaveis pela
defesa dos organismos e trombdcitos ou plaquetas, que assim como em mamiferos,
em peixes atuam na coagulacdo sanguinea, além de auxiliarem na defesa do
organismo (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

A analise das células vermelhas inclui a contagem total de eritrécitos, a
concentragdo de hemoglobina e taxa de hematocrito, e os indices hematimétricos
absolutos. Os indices hematimétricos utilizados sdo o volume corpuscular médio
(VCM), que expressa o volume médio dos eritrocitos, a hemoglobina corpuscular
média (HCM), que indica o peso médio de hemoglobina por eritrocito, e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), indica o valor médio da
porcentagem em peso da hemoglobina por eritrécito (RANZANI-PAIVA et al., 2004).
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Para a avaliacdo dos glébulos brancos é realizada a contagem total e
diferencial de leucécitos, sendo que esta avalia as variedades morfolégicas
leucocitarias e as expressa de forma percentual, ou relativa e absoluta, em mm3. Os
leucécitos estdo divididos em polinucleares e mononucleares. Entre o0s
mononucleares estdo os linfécitos, relacionados aos processos de rejeicdo
realizados pelo organismo e também aos processos inflamatorios (FINN &
NIELSON, 1971) e os mondcitos, que agem no foco inflamatério realizando a funcéo
de macrofagos (RANZANI-PAIVA et al.,, 2004). Entre os principais polinucleares
estdo os neutrdfilos, que representam a primeira reacdo de defesa contra infeccdes
bacterianas, tratando-se também células fagociticas (THUVANDER et al., 1987).

E importante ressaltar que ocorrem variacdes nos componentes do sangue
tanto de acordo com as condi¢Bes patoldgicas, quanto entre animais de diferentes
tamanhos e em diferentes fazes do ciclo de vida, havendo ainda interferéncia de

outros fatores como dieta nutricional e sazonalidade (AZEVEDO et al., 2006).

2.5 Biomarcadores genéticos

Entre os danos que a exposicdo a farmacos pode causar aos organismos
estdo os danos na estrutura do DNA. Uma série de substancias foram apontadas
como responsaveis por danos genéticos em organismos aquaticos, sendo que
algumas agem diretamente sobre o DNA, outras geram metabdlitos ou EROS que
irdo causar os danos ou ainda inibem sua sintese ou reparo (LEE & STEINERT,
2003).

Entre os biomarcadores mais utilizados na avaliagdo de danos genéticos apos
a exposicao do organismo a substancias xenobidticas estdo o teste de microndcleo
e 0 ensaio cometa (VAN DER OOST, 2002). O ensaio cometa, também conhecido
como SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis), tem como objetivo identificar lesbes
gendomicas (GONTIJO et al.,, 2003), trata-se de uma técnica de eletroforese em
microgel, na qual as células com mais danos migram a partir do nucleo formando
uma imagem semelhante a um cometa, de acordo com 0 comprimento que 0S

fragmentos migraram é possivel estabelecer diferentes niveis de dano e caso a
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imagem permaneca circular, sem migracéo, conclui-se que a célula ndo apresenta
dano em seu DNA (COLLINS & AZQUETA, 2012).

2.6 Organismo de estudo

Devido a facilidade de sua criacdo comercial no pais, o Jundia (R. quelen) é
uma espécie de bagre que tem recebido grande atencdo entre 0s cientistas
brasileiros, sendo essa espécie utilizada em pesquisas recentes na investigacao de
aspectos ecolégicos, de dieta alimentar, fisiologia reprodutiva, efeitos de exposi¢ao a
contaminantes, entre outros (BARCELLOS et al., 2004; COLDEBELLA et al., 2013;
TYSKA et al.,, 2013; MELA et al., 2013; OLAYA-NIETO et al., 2012; SILVA et al.,
2011).

Os peixes da espécie Rhamdia quelen sdo conhecidos no Brasil por véarias
denominacdes populares, entre elas jundia, mandi, sapipoca e bagre sul americano,
esse ultimo devido ao fato de ocorrer do centro da Argentina até o sul do México. R.
quelen estd entre as 11 espécies conhecidas do género Rhamdia, e pertence a
seguinte divisdo taxonémica: Classe- Osteichthyes; Série- Teleostei; Ordem-
Siluriformes; Familia- Pimelodidae; Género- Rhamdia; Espécie- Rhamdia quelen
(SILFVERGRIP, 1996).

Esses animais chegam a cerca de 50 cm de comprimento, sendo que as
fémeas podem viver até 21 e os machos até 11 anos. Os alevinos chegam a 5 cm
em 30 dias e os juvenis medem em torno de 13cm, porém ha uma grande
variabilidade no tamanho de jundias criados em tanques (CARNEIRO et al., 2003).
Por volta de um ano de idade atingem a maturacdo sexual ao atingirem 13,4 cm e
16,5cm de comprimento macho e fémea respectivamente, e seu periodo reprodutivo
é de agosto a fevereiro (GOMES et al., 2000).

O jundia habita lagos e fundo de rios, tendo preferéncia por ambientes de
aguas calmas, com fundo de lama ou areia e ainda por margens junto a vegetacao.

Possui habitos noturnos e esconde-se em pedras e troncos apodrecidos (GOMES et
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al., 2000). Experimentos demonstraram que R. quelen evita a luz, buscando refugio
em locais escuros (PIAIA et al., 1999), e o proprio crescimento € comprometido com
a luminosidade (GOMES et al., 2000).

Apesar de ser um peixe de agua doce, suporta uma concentracédo de até 9,0
g/L de NaCl por 96 horas, por isso o sal comum € muito utilizado para tratar algumas
doencas nessa espécie (CAMARGO et al., 2006). Os individuos adultos sao
onivoros e generalistas, com preferéncia por peixes, insetos, crustaceos, folhas
caidas e detritos organicos (GOMES et al., 2000). Como a maioria dos peixes
tropicais, sua temperatura ideal esta incluida na faixa de 25 a 28°C (FRASCA-
SCORVO et al., 2001).

O cultivo do R. quelen no Brasil, principalmente no sul, vem crescendo em
virtude de possuir carne saborosa, sendo bem aceito para consumo e ser de facil
domesticacdo e condicionavel as condi¢cdes de cultivo (CARNEIRO et al., 2003),
motivo também pelo qual vem sido utilizado em pesquisas cientificas. Os peixes sdo
organismos extremamente sensiveis a muitos poluentes aquaticos. Segundo
HINTON & COUCH (1998), os teledsteos sdo um modelo importante de vertebrados
para serem utilizados in vivo para experimentos de contaminacdo ambiental. Varios
estudos vém sendo realizados para avaliar a toxicidade de agroquimicos para R.
guelen, como o de GLUSCZACK et al. (2007), que expondo os animais ao herbicida
glifosato observou diversas alteracbes em suas atividades metabolicas. Alteracdes
nos componentes envolvidos na defesa enzimatica de jundids foram também
observados ap0s a exposicao ao cadmio (PRETTO et al., 2011) e a dipirona sodica
(PAMPLONA et al., 2011).
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3. HIPOTESE

A hipo6tese geral deste trabalho € que a exposi¢do aguda ao diclofenaco em
baixas concentracdes pode causar em peixes da espécie Rhamdia quelen
alteracbes bioquimicas em decorréncia de estresse oxidativo, alteracdes

hematolégicas e danos ao DNA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Avaliar os efeitos toxicos agudos causados pela exposi¢do ao diclofenaco em
concentracfes semelhantes as encontradas no ambiente no peixe Rhamdia quelen,

através de biomarcadores bioquimicos, hematologicos e genéticos.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar o estresse oxidativo, apds a exposicdo ao diclofenaco, no figado e rim
posterior de Rhamdia quelen, através dos biomarcadores bioguimicos CAT, GPX,
SOD, GST, GSH e LPO.

Avaliar alteragcbes nos parametros hematoldgicos dos peixes aplés a
exposi¢éo ao diclofenaco.

Avaliar a ocorréncia de dano no DNA no sangue, figado e rim posterior dos
animais apos a exposicao ao diclofenaco.

Gerar informacdes sobre os efeitos em peixes da presenca do diclofenaco em

meios hidricos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Os peixes foram adquiridos no estabelecimento “Peixes & Peixes” localizada
no CEASA de Curitiba, foram transportados, dentro de sacos plasticos aerados, ao
Laboratério de Toxicologia Ambiental da UFPR, onde passaram por um periodo de
aclimatacdo. Os animais estavam em estagio juvenil e pesavam em média 8,80 *

2,23 g e apresentavam comprimento médio de 10,11 + 3,17cm.

No periodo de aclimatacdo e durante o0 experimento, 0S animais
permaneceram em aqguarios com aeracao constante, a uma temperatura média de
23°C, em um ciclo de claro/escuro de 12 horas, alimentados uma vez ao dia com

racao.

FIGURA 7: Exemplares de Jundia (Rhamdia quelen) nos aquérios utilizados no experimento.
Fonte: A autora.

5.2 Experimento

5.2.1 Cinética de degradacédo do diclofenaco na agua
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Para definicdo da periodicidade de reposicdo do farmaco nos aquarios do
bioensaio foi realizado um teste para avaliacdo da degradacéo do diclofenaco sodico
em meio aquoso. O teste consistiu em dois experimentos distintos, realizados em
aquarios com capacidade para 25 litros. Com o primeiro experimento definiu-se a
meia vida do diclofenaco de sddio em agua, o aquario desse experimento continha o
farmaco diluido em agua filtrada em uma concentracdo de 20 pg/L, ndo havendo
presenca de peixes. As amostras deste aquario foram coletas e congeladas a -80°C
nos seguintes intervalos de tempo: 0, 6, 12, 24, 36 e 48 horas apés a adicdo do
farmaco. O segundo experimento ocorreu de forma semelhante ao anterior, porém
ao aquario foram adicionados ainda exemplares juvenis de peixes Rhamdia quelen,

considerando a proporcéo de 30g de peixe para cada litro de agua.

A andlise da agua foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
SCHWAIGER (2004). Ap6s a extracdo do farmaco utilizando como solvente o
diclorometano e concentragdo da amostra em rotaevaporador, as concentracdes de
diclofenaco nas amostras foram determinadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Com os resultados foi possivel estimar o tempo

de meia vida do composto na agua.

5.2.4 Bioensaio

Os peixes foram dispostos em quatro aquérios de 30L, cada um contendo 12
animais, que compuseram cada grupo do experimento. Um aquario permaneceu
durante todo o periodo apenas com agua e peixes para ser utilizado como grupo
controle, nos trés outros foram mantidas as concentracdes de 0,2 ug/L, 2 pug/L e 20
Mg/L de diclofenaco de sddio em agua filtrada. A escolha das concentragbes foi
baseada nas médias encontradas em aguas superficiais no Brasil (GHISELLI, 2006).
O bioensaio foi semi-estatico, com reposi¢cdo do farmaco a cada 12 horas. Essa

exposicao teve a duracao de 96 horas.
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Esse projeto teve a aprovacdo do Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana com o

certificado de nUmero 646.

5.3 Coleta de material

Apbs o periodo de exposicdo os peixes foram anestesiados com uma solucéo
do anestésico benzocaina 0,001%. O sangue de cada individuo foi coletado através
da veia caudal com seringas heparinizadas (Figura 8), sendo que uma parte foi

destinada aos ensaios hematoldgicos e outra para o ensaio cometa.

Em seguida o peixe foi submetido a eutanasia, através de sec¢do medular, e
foram retirados seu figado (Figura 9) e o rim posterior, sendo que uma parte desses
dois tecidos foi destinada ao ensaio cometa e outra permaneceu conservada em

freezer -80°C até a realizacdo das andlises bioquimicas.

FIGURA 8: Coleta de sangue.
Fonte: A autora.



33

FIGURA 9: Figado coletado.
Fonte: A autora.

5.4 Processamento das amostras

5.4.1 Biomarcadores bioquimicos

As amostras de figado e rim posterior foram descongeladas em gelo moido,
pesadas e homogeneizadas com o homogeneizador Potter- Elvejhem na proporcao
de 20 mg de amostra em 200 pg/L de tampéo fosfato de potéassio 0,1M, pH 7,0 para
todas as andlises bioguimicas exceto para a LPO, na qual o solvente foi o metanol
p.a. Esse material foi centrifugado por 30 minutos a uma rotagédo de 12600 rpm a
temperatura de 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para realizacdo das analises das

enzimas e dos biomarcadores.

Para a atividade da catalase (CAT) foram diluidos 50 yL de amostra em 250
ML de tampédo fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0, resultando em uma diluicdo na
proporcao de 1:5, 10 uL dessa mistura foram adicionados em uma cubeta de quartzo
contendo 990uL de uma solugao reagdo composta por peréxido de hidrogénio 30%,
em solucdo tampédo (TRIS-HCI 1M, EDTA 5mM, pH 8). Em seguida foi realizada a
leitura em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 240nm, por 1 minuto e
30 segundos. As leituras foram realizas em triplicata e os resultados expressos em
umol de H202 consumido.mint.mg de proteina‘quantificam a atividade da catalase
através do consumo de peroxido de hidrogénio resultando em Oz e agua, esse
método foi baseado em AEBI (1984).
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A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi analisada diluindo 10
ML de amostra em 200 uL de tampéao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0, resultando
em uma diluicdo de 1:20. Um volume de 100uL desse material foi pipetado em
triplicata em microplaca de leitura em espectrofotometro, e sobre ele acrescentados
200uL de solugao reacéo, que € composta por CDNB (1-cloro 2,4- dinitrobenzeno)
3mM e GSH 3mM, em solugédo tampao 0,1M, pH 7,0. Em seguida a leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 340nm, durante 2
minutos e a atividade enzimatica expressa em nmol de CDNB conjugado.min~.mg
de proteina?® quantifica a atividade da GST através da reagdo de conjugacéo do
substrato CDNB com a GSH, formando um tioéter que ocorrera pela acdo desta

enzima, esse meétodo é baseado em KEEN et al. (1976).

Para a quantificacdo da concentracdo da glutationa reduzida (GSH) 50 pL do
sobrenadante dos tecidos coletados, e 40 pL de ATC (acido tricloroacético) 12%
foram misturados a amostra agitada e centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm. Do
sobrenadante 10 pL foi pipetado em microplaca seguido da adicdo de 290 upL de
tampéo TRIS 0,4M (pH 8,9). A reacgao foi iniciada com a adi¢cdo de 5 yL de DTNB
(5,5-ditiobis 2-acido nitrobenzéico) 0,01 M, e 5 min apds foi iniciada a leitura
espectrofotométrica com comprimento de onda de 415 nm. O resultado esta
expresso em ug de GSH.mg de proteina?, esse método é baseado em SEDLAK &
LINDSAY (1968).

A Atividade da SOD foi quantificada através do método de CROUCH (1981)
para o figado e de GAO et al. (1998) para o rim, baseado na capacidade da SOD de
inibir a reducdo do NBT, sendo que a reducdo do NBT medida
espectrofotometricamente. Uma aliquota de 200 uL do sobrenadante do figado e rim,
seguida da adicao de etanol e centrifugados a 12000 xg e em microplaca de leitura
em espectrofotdbmetro foram aliquotados 20 pl do sobrenadante de cada amostra, e
sobre ele adicionados 70 yL da mistura de NBT 285mM e EDTA 0,05 mM, 110 pl de
tampéao de carbonato de sodio 182 mM, pH 10,2 e hidroxilamina 67mM para iniciar a
reacao. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de
560nm durante uma hora em cinco intervalos de 5 minutos e o resultado expresso

em uymL.mint.mg proteina™.
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A andlise da lipoperoxidagédo (LPO) foi realizada através do método baseado
em JIANG et al. (1992), que consiste na oxidacédo do Fe*? mediada por peréxidos em
meio acido e posterior formacdo do complexo Fe* - laranja de xilenol na presenca
hidroxitolueno butilado que atua como estabilizador. As aliquotas de fracao
sobrenadante dos tecidos foram homogeneizados em metanol, que foram diluidas
na proporcao 1:2 em metanol e centrifugadas por 10 minutos a 4° C a 12600 rpm.
Em seguida, 30uL do sobrenadante foram pipetados em triplicata em microplaca de
leitura em espectrofotometro, e sobre ele foram adicionados 270uL de solugao
reacdo, que € composta por metanol p.a., BHT (butil-hidroxitolueno), acido sulfarico,
sulfato ferroso amoniacal e alaranjado de xilenol. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro com comprimento de onda de 560 nm, e o resultado expresso em

pumol de hidroperéxido.mg proteina?.

A Atividade da glutationa peroxidase (GPX) foi quantificada através do
método baseado em SIES (1979) e os valores de GPx séo expressos em nmol.min
1. mg de proteina. Uma aliquota de 10 pL do extrato enzimatico adicionados em
microplaca de leitura em espectrofotdmetro, em seguida foram acrescentados 130
ML de meio de reagdo composto por tampéo fosfato de sddio (0,1 mM, pH 7,0), azida
sédica (NaN3, 0,2 mM), NADPH (0,2 mM), GR (1 U/mL) e GSH (2 mM), apos 2
minutos foi acrescentado 60 pL de um segundo meio de reagcdo composto por uma
solucdo de H202 (1,5 mM de H202 + tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0) e a
leitura foi entdo iniciada. Foram realizadas leituras a cada 10 segundos por dois
minutos a 340 nm, sendo medido o decréscimo da absorbancia devido a reducéo de
GSSG em GSH, catalisada pela GR, em presenca de NADPH.

Através do método de BRADFORD (1976) foi quantificada a concentracéo
proteica na fracdo sobrenadante do tecido do figado e do rim, com o objetivo de
normalizar os dados dos ensaios bioquimicos. Utilizou-se uma curva padrao de soro
albumina bovina e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de

onda de 620nm e o resultado expresso em mg.mL™.

5.4.2 Biomarcadores hematoldgicos
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Imediatamente ap0s a coleta do sangue foram avaliados os parametros
hematoldgicos. A metodologia de contagem das células sanguineas foi realizada
segundo descrito por TAVARES-DIAS & MORAES (2004).

A contagem de eritrécitos (RBC- Red blood cells) foi realizada em microscépio
optico em camera de Neubauer. Os eritrocitos foram diluidos previamente para a
contagem em formol citrato de acordo com OLIVEIRA-JUNIOR (2008) e a

quantidade total foi expressa em eritrécitos.uL™.

Para determinacdo da taxa de hemoglobina espectrofotometricamente foi
utiizado o método de cianometahemoglobina, descrito por COLLIER (1944) e
DRABKIN (1996). O valor da hemoglobina foi expresso em g.dL* de sangue.

O hematécrito percentual foi verificado utilizando tubos de microhematécrito
heparinizados, segundo a metodologia de NELSON & MORRIS, (1989) e HINE

(1992), os resultados foram expressos em v/v (%).

Com os dados do numero total de eritrécitos, da concentracdo da
hemoglobina e do percentual do hematdcrito, foi possivel determinar os indices
hematimétricos Volume corpuscular médio (VCM) expresso em fentolitro (fL),
Hemoglobina Corpuscular média (HCM) expressa em picograma (pg) e
Concentracdo de Hemoglobina Cospuscular Média (CHCM) expressa em g.dL™.

Todos os indices hematimétricos foram calculados com formulas padréo (Figura 10).

VMC (fL)= Hematécrito (%)X 10
Hemscias 10° pl!

HCM (pg)= Hemoglobina (g/dL) X 10
Hem:cias 10° pL!

CHCM (g.dL.!) = Hemoglobina (g/dL) X 100
Hematocrito (%)

FIGURA 10: Férmulas dos indices hematimétricos.
Fonte: Adaptado de ABALAKA, 2013.
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A contagem de leucécitos (WBC- White blood cells) foi realizada de acordo
com através de extensfes sanguineas coradas previamente, conforme modificacédo
do método de TAVERES-DIAS & MORAIS (2003). Os resultados da contagem total
de leucécitos foram expressos em leucécitos.uLt. Da mesma forma foi realizado a
contagem do numero de trombdcitos. Para diferenciagéo entre eritrocitos, leucocitos
e trombadcitos e para a contagem dos trombdcitos foi utilizado a forma descrita por
TAVARES-DIAS 1999 e 2002.

5.4.3 Biomarcador genético

O ensaio cometa com eritrécitos foi feito de acordo com SPEIT & HARTMANN
(1999), com alteracdes conforme FERRARO et al. (2004) e CESTARI et al. (2004), e
para tecidos segundo RAMSDOREF et al. (2009). Uma gota de sangue foi misturada
a 1 mL de soro fetal bovino e para o figado e rim uma pequena por¢cao destes foi
colocado em um microtubo contendo 0,5 mL de soro fetal bovino, seguido da
homogeneizacdo a 1.500 rpm. Foram aliquotadas 10 uL da suspenséao celular que
foram entdo misturadas a 120 yL de agarose baixo ponto de fusdo, a mistura foi
colocada em uma lamina de microscopia previamente preparada com um fina
cobertura de agarose normal 1,5% (300 mg em 20 mL de PBS), coberta com uma
laminula e refrigerada por cerca de 15 minutos. Apés isso, as laminas foram
colocadas em solucéo de lise (solucéo de lise estoque: NaCl, 2.5M; EDTA, 100 mM;
Tris, 10 mM; NaOH, 0.8%; N-lauryl-sarcocinate, 1%; solucéo de lise uso: 1 ml Triton
X100; 10 ml DMSO; e 89 ml de solucéo de lise estoque) por pelo menos 24 horas a
4°C. Passado esse intervalo, as laminas foram transferidas para a cuba eletroforese
ficando imersas no tampéao de eletroforese (NaOH 300 mM e EDTA 1mM) com pH
>13 por 25 minutos. A eletroforese foi realizada por 25 minutos a 300 mA, 25V,
seguido da neutralizagéo das laminas com 0,4 M de Tris, pH 7,5, fixagcdo em etanol
por 5 minutos, sendo elas entdo coradas com brometo de etidio. As formas
(cometas) foram enfim classificadas de forma visual com o auxilio de um

microscoépio de epifluorescéncia. Para cada peixe foram analisados 100 nucledides
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(KOBAYASHI et al., 1995), usando a classificacdo visual baseada na migracdo de
fragmentos de DNA da seguinte forma: classe 0 (sem dano aparente), classe 1
(dano pequeno), classe 2 (dano médio), classe 3 (dano extenso) e classe 4 (dano
méaximo). Os escores foram calculados pela multiplicacdo do nimero de nucledides

encontrados em cada classe pelo nimero da classe.

5.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa GraphPad Prism
5.0. Através do teste de Kolmogorov-Smirnov foi testada a normalidade dos dados.
Para analise dos resultados dos biomarcadores hematolégicos e bioquimicos foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA) a um critério, seguido da realizacdo do
teste Tukey para comparacdo entre médias dos resultados dos testes bioquimicos e
teste de Bonferroni para os hematoldgicos. Os dados do ensaio cometa foram
analisados através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s.Os
resultados dos parametros bioquimicos e hematolégicos foram expressos em média
e erro padrdo da média e mediana para o ensaio cometa. Foi considerado o nivel de

significancia 0,05% para todos os testes aplicados.
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6 RESULTADOS

6.1 Cinética de degradacao do diclofenaco na agua

Os resultados das andlises da cinética de degradacgédo do diclofenaco de sédio
em agua, sem a presenca de peixes, estdo apresentados na figura 11. Nas primeiras
12 horas a concentracdo do farmaco decaiu de 20 pg/L para 11,42 + 0,38 ug/L,
representando uma degradacdo de 42,92%. Apds 48 horas nado foi detectada a
presenca de farmaco na amostra (Figura 11).

A degradacéao do diclofenaco no experimento dos aquarios contendo peixes foi
de 50,89% nas primeiras 12 horas, quando a concentracdo detectada foi de 9,82
+ 0,67 pug/L. Apos 48 horas, de forma semelhante ao experimento sem peixes, a

degradacédo do farmaco foi de 100% (Figura 12).

Baseado nesses resultados, no experimento de exposicdo dos peixes ao
diclofenaco foi utilizada troca de agua e reposicao do farmaco a cada 12 horas para
gue a concentracdo do composto fosse mantida constante. Com a realizacdo da
troca da agua foram eliminados subprodutos originados da degradacéo do farmaco e

metabdlitos dos animais, que poderiam interferir nos resultados.
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FIGURA 11: Cinética de degradacdo do diclofenaco em &gua sem peixes. (A) Variacdo da
concentracdo do diclofenaco com o tempo. (B) Porcentagem de reduc¢éo do diclofenaco com o tempo.
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FIGURA 12: Cinética de degradacdo do diclofenaco em &gua com peixes. (A) Variagdo da
concentracdo do diclofenaco com o tempo. (B) Porcentagem de reduc¢éo do diclofenaco com o tempo.

6.2 Biomarcadores bioquimicos

As atividades enzimaticas de catalase, glutationa S-transferase, glutationa
peroxidase e superéxido dismutase, além da glutationa reduzida e lipoperoxidagéo
foram analisadas no figado e rim posterior dos peixes apds a exposicdo ao

diclofenaco.

No figado, em todas as concentra¢cdes testadas, apos 96 horas de exposicéo

nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os animais do grupo
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controle e 0s animais expostos a nenhuma das concentracdes do diclofenaco
(Figura 13).
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FIGURA 13: Biomarcadores bioquimicos no figado de Rhamdia quelen expostos por 96 horas as
concentracdes de 0,2, 2 e 20 ug/Lde diclofenaco de sddio. ANOVA seguida de Tukey. As barras
indicam média + erro padrdo da média. (A) Atividade da catalase. (B) Atividade da glutationa S-
transferase. (C) Atividade da glutationa peroxidase. (D) Atividade da superdxido dismutase. (E)
glutationa reduzida. (F) Lipoperoxidacdo. * indica diferenca significativa (p<0,05) com relacdo ao
grupo controle.
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No rim posterior a atividade da catalase aumentou na concentracédo de 0,2
Mg/L, e a da SOD apresentou aumento significativo, em relagdo ao controle, nas
concentragbes de 2 upg/L e 20 pg/L. A lipoperoxidagdo diminuiu na maior
concentracdo de diclofenaco utilizada no experimento em comparagdo ao grupo
controle. Nos demais parametros bioquimicos analisados ndo foram observadas

alteracdes (Figura 14).
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6.3 Biomarcadores hematoldgicos

Foram avaliados no sangue dos animais o nimero de eritrocitos, trombdcitos
e leucacitos. Com relacéo a série vermelha, o numero de eritrocitos diminuiu apos as
96 horas de exposicdo nas concentracdoes de 0,2 e 2 pg/L de diclofenaco. A

hemoglobina também esteve diminuida da concentracdo de 0,2 pg/L.

Na série branca mondcitos na contagem absoluta estiveram aumentados na
concentracdo de 2 ug/L. Também ocorreu aumento significativo nos neutrofilo na

concentracéo de 20 ug/L.

No numero total de trombdcitos e em outros parametros hematoldgicos néao
foram observadas alteracGes significativas em relacdo ao grupo controle para
nenhuma das concentracdes. Todos os resultados estdo apresentados na Tabela 1,
expressos em média + erro padrao da média, o (*) indica p<0,05.



TABELA 1: PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE Rhamdia quelen APOS
EXPOSICAO AO DICLOFENACO POR UM PERIODO DE 96 HORAS

45

Concentragdo de Diclofenaco (pg/L)

Parametros Hematolégicos Controle 0,2 2 20
Eritrécitos (10 pL?) 1,02 £0,04 *0,87 £ 0,03 *0,83 £ 0,02 1,01 £ 0,04
Hemoglobina (g.dL™) 3,48 +0,22 *2,84+0,10 3,48+0,31 3,68+0,13
Hematdcrito (%) 20,02 +£ 1,45 18,49 +£1,99 17,65+ 0,90 18,85+ 1,15
VCM (fL) 1985+14,45 | 213,0 £23,54 | 213,2+ 12,21 | 190,0 £14,63
HCM (pg.células™) 34,29+ 1,76 32,69+0,81 41,87 + 3,63 37,19+ 2,30
CHCM (g.dL?) 17,64 £0,79 16,94 £ 1,80 20,07 £ 2,04 20,15+ 1,30
Leucdcito (10° puLY) 60,25 + 3,24 59,37+ 2,30 62,77 + 3,37 68,44 + 4,42
Trombdcitos (10% uL?) 31,04 +£2,92 28,02 £ 6,70 23,34 £ 8,02 28,00 + 6,61
Mondcito (10% uL?) 6,09 +£0,71 7,43 £ 0,67 *10,25+0,87 | 8,20+ 0,98
Linfécito (10° uL) 50,37 + 3,50 47,62 + 1,96 47,23 £ 2,86 53,54 + 3,41
Neutrofilo (10% uL*) 3,79 £0,32 4,32+0,47 5,30 £0,52 *6,69 + 0,39
Mononucleares (10% uL?) 56,46 + 3,35 55,05 + 2,35 57,48 + 3,04 61,74 + 4,13

Média * erro padrdo da média, o (*) indica p<0,05.

6.4 Biomarcadores genéticos

Através dos escores calculados no ensaio cometa nao foi observado dano

genético em nenhuma das concentragdes testadas, em relacdo ao grupo controle,

no sangue e figado. No rim posterior ocorreu diminui¢cdo significativa de dano na

maior concentracéo (Figura 15).



46

500 - 2001
400 1 —_——

150
3001 | |

2004 T T 0 J_
100 507 i = -
—

— [
0 T T — T T 0 T T T T

Controle 0,2 pg/L 2,0 pg/L 20 pg/L Controle 0,2 pg/L 2,0 pg/L 20 pg/L

Escore
Escore

300 A

-
Em 1
1l = T é

0 T T T T
Controle 0,2 pg/L 2,0 pg/L 20 pg/L

Escore

FIGURA 15: Escores de dano genético obtidos através do Ensaio Cometa de Rhamdia quelen
expostos por 96 horas as concentra¢des de 0,2, 2 e 20 ug/L de diclofenaco de sodio. (A) Figado. (B)
Sangue. (C) Rim posterior. Os resultados estao apresentados em mediana/ quartil 1 (25%) e 3 (75%).
Foi realizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s. * indica diferenga significativa
(p<0,05) com relacdo ao grupo controle.
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7 DISCUSSAO

O diclofenaco sédico tem sido foco de pesquisas na area ambiental. E um
medicamento que tem figurado entre 0s poluentes mais encontrados em matrizes
ambientais em todo mundo, sendo que diversos estudos evidenciam sua capacidade

de causar danos a saude geral de peixes e outros organismos aquaticos.

Através dos resultados da cinética de degradacdo do diclofenaco sédico foi
possivel constatar que seu tempo de meia-vida € de cerca de 12 horas. Tendo em
vista as concentracfes em que tem sido detectado no ambiente, é possivel deduzir
gue esse farmaco é constantemente disponibilizado para o ambiente, haja vista, que
em 24 horas grande parte do diclofenaco na agua é degradado. Além disso, estudos
demonstraram que os tratamentos utilizados nas ETE’s sdo capazes de remover
apenas 20% do diclofenaco presente no esgoto bruto (GHISELLI, 2001), e que essa
substancia é minimamente adsorvida por sedimentos (BUSER et al., 1998), o que

contribui com sua disponibilizacdo em aguas superficiais.

A utilizacdo de biomarcadores enzimaticos vem sendo foco em estudos de
monitoramento de ambientes aquaticos, devido ao fato das substancias poluentes
possuirem grande afinidade com os elétrons dos aminoacidos que compde as
enzimas, como no caso do grupamento sulfidrila (SH) da cisteina (BERTIN &
AVERBECK, 2006). Nesse estudo foram analisadas possiveis alteraces na
atividade de quatro enzimas envolvidas no estresse oxidativo: CAT, SOD, GPx, e
GST.

Diversos estudos demonstraram aumento na atividade da catalase em
organismos expostos a contaminantes como petréleo, pesticidas e metais pesados
(JOSE et al., 2011; LU et al., 2009). Na pesquisa realizada por PAROLINI et al.
(2010), expondo bivalves de agua doce a diferentes concentragbes de paracetamol
pelo periodo de 96 horas, com base em seus resultados, o autor observou nesse
farmaco uma elevada capacidade de aumento da atividade da catalase causado por
indicando estresse oxidativo. O entanto, neste estudo a atividade da catalase

nao apresentou nenhuma alteragdo significativa em relagdo ao grupo controle em
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nenhuma das concentracdes testadas para as amostra de figado e rim posterior.
Portanto, através dos resultados desta enzima nao foi evidenciado estresse

oxidativo nos organismos.

Durante o processo de oxidacdo em organismos aerdbicos uma outra espécie
reativa formada € o radical livre superoxido (O27). A enzima superéxido dismutase
atua de forma a ser reduzida (receber elétron) pelo superdxido oxidando o mesmo a
oxigénio molecular. A SOD reduzida reagira com outro superdxido formando entédo
perdxido de hidrogénio que sera dismutado pela catalase ou pela GPx (BERG et al.,
2004). Por esse motivo a atividade da SOD é um importante biomarcador de

estresse oxidativo.

Neste estudo ndo foi observada alteracdo na SOD no figado dos peixes,
porém no rim posterior observou-se aumento de sua atividade nas concentracdes de
2 ug/L e 20 ug/L, sugerindo que a exposi¢ao ao diclofenaco aumenta a producéo do
ion superdéxido e da enzima responsavel por sua metabolizacdo. Esses resultados
sdo conflitantes com os resultados das enzimas responsaveis pela eliminacdo do
peréxido de hidrogénio (CAT e GPx), pois seria esperado que com o aumento da
atividade da SOD ocorreria também o aumento da atividades de uma dessas
enzimas. Em um estudo expondo mexilndes Mytilus galloprovincialis ao anti-
inflamatorio ibuprofeno observou-se também aumento na atividade da SOD
acompanhada pelo aumento da atividade da catalase. Embora, mexilh6es possuam
as enzimas capazes de biotransformar xenobiéticos, porém, ndo o fazem com tanta
eficiéncia como o dos vertebrados (GONZALEZ-REY & BEBIANNO, 2012).

A GPx é uma enzima bastante utilizada como biomarcador de estresse
oxidativo, e também foi avaliada neste estudo. Sua utilizacdo, enquanto biomarcador
bioquimico, consiste no fato de agir na desintoxicacdo de metabdlitos de
xenobidticos oxidando peroxidos (TEKMAN et al., 2008). Esta enzima atua de forma
que o peroxido é reduzido a alcool pela presenca do atomo de selénio da estrutura
da GPx, o alcool formado oxida o composto enzima-SeOH, sendo que a enzima ira
reagir com a glutiona reduzida formando o complexo enzima-Se-S-glutationa, que ao
reagir com uma nova glutationa reduzida forma a GSSG, e a forma ativa da enzima

€ entdo regenerada (BERG et al.,, 2004). Porém, nos jundias expostos ao
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diclofenaco néo foi observada alteragGes na atividade dessa enzima em nenhum dos
tecidos analisados. E possivel que o fato de a CAT e a SOD n&o apresentarem
elevacdo em sua atividade deva-se a questdo do pouco tempo de experimento, ou
seja, em 96 horas a atividades dessas enzimas nao seria induzida com o objetivo de

metabolizar os perdxidos, o que poderia ocorrer em um tempo de exposi¢cado maior.

Também avaliada, porém sem nenhuma alteragdo em sua atividade, foi a
glutationa-S-transferase, responsavel pela conjugacdo da GSH com compostos
xenobidticos, além de compostos enddgenos, com a finalidade de diminuir sua
toxicidade e torna-los mais sollveis em &gua, para dessa forma serem mais
facilmente eliminados. Geralmente, em presenca de poluentes sua atividade é
inibida em funcado do estresse oxidativo (REGOLI et al., 1998). No entanto, segundo
FERRARI et al. (2007) a atividade da GST pode ser induzida devido a uma resposta
antioxidante, o que seria altamente benéfico para as células. Em estudos em peixes
com o AINE dipirona sodica a atividade da GST apresentou-se diminuida em
maiores concentracdes do farmaco (PAMPLONA et al., 2011), o que sugere que
mesmo tratando-se de uma mesma classe de farmacos os resultados podem variar

de acordo com cada substancia.

Uma outra importante ferramenta utilizada na avaliagdo do estresse oxidativo
€ a andlise das possiveis variagcbes nas concentracdes das enzimas e dos
substratos envolvidos no ciclo catalitico da glutationa. Esse ciclo tem como uma de
suas fungdes controlar os niveis de hidroperéxidos nas células, evitando danos
causados por ataques radicalares. AlteracBes nos niveis intracelulares de glutationa
reduzida (GSH) podem estar associadas a resisténcia das células contra o estresse
oxidativo, sendo que este pode causar mudancas no estado redox da glutationa,
resultando no aumento da glutationa oxidada no organismo (ROVER-JUNIOR,
2001).

Ao ser avaliada nesse estudo a GSH né&o apresentou alteragdo em seu niveis
em nenhuma concentracéo de diclofenaco testada, em relagéo ao controle no figado
e nem no rim posterior. A reducdo nas concentracdes dessa forma da glutationa
poderia ser diminuida em funcdo da conjugacdo da GSH com xenobidtico para a

acdo catalitica da GST, desta forma agiria como um agente celular redutor que
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protegeria a célula contra os radicais livres. Por outro lado, o aumento da GSH pode
estar relacionado com uma reacao adaptativa do organismo ao estresse oxidativo,

no qual seria sintetizada uma maior quantidade dessa espécie (YIN et al., 2007).

Quando ocorre estresse oxidativo os radicais livres, em grande quantidade,
desencadeiam o processo de lipoperoxidacdo que causa danos na estrutura da
membrana celular (ORUC & UNER, 2000). Diversos estudos realizados com
poluentes ambientais demonstraram que essas substancias exercem esse efeito
(GUTTERIDGE, 1995).

N&o foi observada a peroxidacéo lipidica no figado dos animais avaliados. O
que pode ser explicado pelo fato das concentracdes testadas n&do causarem
estresse oxidativo, ou causarem em taxas muito reduzidas. Entretanto, no rim a LPO

esteve diminuida na maior concentracdo de diclofenaco.

Apesar do enfoque deste estudo de considerar o diclofenaco como um
contaminante ambiental, € importante ressaltar que trata-se de um farmaco, e como
tal possui caracteristicas terapéuticas, desta forma em alguns casos sendo passivel
de contribuir com a melhora do estado clinico do organismo estudado. Alguns
farmacos apresentam a capacidade de diminuir a concentracdo de hidroperdxidos
nos organismos, como exemplo oalopurinol testado em ratos para diminuir o
estresse oxidativo, que diminuiu a LPO no rim por inibir a enzima xantina-oxidase,
que utiliza oxigénio molecular (O2 formando radical superoxido (RHODEN et al.,
1998).

E possivel que a atividade de alguma enzima n&o estudada nesta pesquisa,
gue da mesma forma que a xantina-oxidase, utilize o Oz como aceptor final de
elétrons gerando EROS, tenha sido inibida pela acdo do diclofenaco, de forma a

diminuir a quantidade de hidroperéxidos nas células com relagédo ao grupo controle.

O estudo dos parametros sanguineos auxiliam na determinacdo da influéncia
de condicdes que afetam a homeostase de um organismo, sendo possivel
estabelecer uma relacdo entre esses parametros, a salde dos peixes e 0 meio
ambiente (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). Apesar dos peixes apresentarem no

sangue periférico células com morfologia e funcado fisiolégica semelhante a de
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mamiferos, o estabelecimento de valores de referéncia que definam faixas de um
considerado estado de saude dentro da normalidade € inviavel. Isso porque ha
variabilidade no numero de células entre as diferentes espécies, e mesmo dentro da
mesma espécie 0s parametros hematolégicos podem variar com a idade,
alimentacéo, caracteristicas fisicas e quimicas da agua, entre outros (AZEVEDO et
al., 2006; PIMPAO et al., 2007). Por esse motivo os valores considerados normais

foram os obtidos através dos organismos do grupo controle.

Na série vermelha o numero de eritrocitos estiveram significativamente
diminuidos (P< 0,01) nas concentracfes de 0,2 e 2 pg/L, assim como a hemoglobina
nos peixes expostos a menor concentracao de diclofenaco testada.

Ao estudar os efeitos do AINE dipirona sédica em Rhamdia quelen
PAMPLONA et al. (2011) também observou diminuicdo do numero de eritrécitos nas
concentracfes testadas, sugerindo uma situacdo proxima da considerada como
anemia. A anemia, reducdo das heméacias, pode ter trés diferentes origens. Na
hemorragica essa baixa é causada devido a perda de sangue pelo organismo, na
hipoplastica esse efeito € decorrente de baixa na eritropoise, producédo de eritrécitos,
e na hemolitica pela destruicdo de eritrécitos (CLAUSS et al., 2008).

Segundo ADHIKARI et al. (2004) a anemia apresentada por peixes apos a
exposicao a xenobidticos deve-se a hemdlise, a inibicdo da eritropoiese (0 processo
de producado de eritrocitos) e da elevacdo da taxa de destruicdo de eritrécitos em
orgdo hematopoiéticos, que sdo responsaveis pela formacédo, desenvolvimento e
maturacdo das células sanguineas. Existem relatos de que AINES, como o
cetoprofeno, causam efeito hemolitico, inclusive levando a pesquisas para algumas
modificacdes na estrutura quimica desses farmacos para combater esse efeito
(MANENTE et al., 2011). Porém, segundo DELFINO et al. (1995) um fator associado
a esse quadro € que os AINES causam um aumento de sédio, pois reduzem as
taxas de excrecdo do sodio pelo organismo, o fato do numero de hemacias

apresentar-se diminuido poderia ser atribuido a uma hemodilui¢éo.

Outro fator que também poderia explicar a diminuicdo do numero dessas
células, é que os eritrécitos podem ser células-alvo do estresse oxidativo, sendo que

a hemécia apresenta grupamentos sulfidrila (-SH) e os radicais livres podem
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converter o grupo tiol (R-SH) a dissulfetos (R-SSG), 0 que resulta na desnaturacao
das proteinas da membrana (GILBERT & MC LEAN, 1990). E possivel que ocorra
entdo lesdo intracelular com a oxidacdo da hemoglobina a meta-hemoglobina, que
entdo precipita e forma os denominados corpos de Heinz, formados pela hemacia
desnaturada (WINTERBOURN, 1990). Porém, nesse estudo nao foram identificados

corpos de Heinz nas laminas observadas.

No trabalho de GARCIA et al. (2012) ficou evidenciado que o estresse causa
diminuicdo no numero de eritrocitos. Estudos também evidenciam esse efeito em
peixes expostos a alguns outros anti-inflamatérios como o ibuprofeno em carpas
(SARAVANAN et al., 2012) e em medicamentos pertencentes a outras classes de
farmacos, como o verapamil, em trutas arco-iris (LI et al., 2011).

Ainda considerando a série vermelha, ndo foram verificadas alteracdes
significativas no hematdcrito, no tamanho das hemacias, na concentracdo de
hemoglobina em cada heméacia (CHCM) e nas hemacias em geral (HCM). Em um
estudo com girinos expostos por 21 dias a agrotéxicos FRANCA et al. (2013)
observaram aumentos no VCM, HCM e CHCM, e atribui essa alteracdo ao fato de
que células vermelhas jovens, que apresentam maior volume, sdo recrutadas ao
sistema sanguineo, e relacionam a queda de numero de eritrocitos observada a
possibilidade das células maduras terem sido removidas do organismo de maneira
mais rapida com a predominancia de células jovens. E possivel atribuir a n&o
alteracdo dos indices hematimétricos ao curto tempo de exposicdo (96 horas), pois
em uma exposicao crénica haveria maior probabilidade de altera¢cdes, como ocorreu
no estudo do autor anteriormente citado.

Alteracdes leucocitarias sao apontadas como um indicador sensivel de
estresse em peixes (BARTON & IWAMA, 1991). Na série branca observou-se
aumento nos neutrofilos na maior concentragdo, e dos mondocitos na concentracédo
de 2 ug/L. Entre as alteragbes hematologicas que podem ocorrer devido ao uso de
AINES esta a leucopenia, que é a reducédo do numero de leucocitos no sangue, e a
granulocitopenia, que é a reducdo de leucdcitos polinucleares, ou granulécitos
(neutrdfilos, basofilos e eosindfilos). No entanto, na maior concentracdo observa-se
a tendéncia de aumento dos leucocitos, e ainda o aumento significativo na contagem

de neutrofilos e mondcitos, o que pode ter ocorrido devido a uma reacao inicial do
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organismo frente ao farmaco, sendo possivel que posteriormente haja uma deplecao
nos neutrofilos, figurando um quadro de imunossupressdo relativa, que torna 0s
individuos mais susceptiveis a infeccdo por microrganismos gerando doencas e
mortalidade entre os animais (RAMOS-BARBOSA et al., 2004).

Esta deplecdo deve ocorrer, pois 0 aumento de neutréfilos é drastico e rapido
no foco infecioso, por tratar-se de um leucocito que apresenta citotoxicidade e deve
ser eliminado para que ndo cause danos no proprio organismo. Entdo € esperado
que ocorra a apoptose, morte celular programada (COHEN & DUKE,1992). O
aumento de neutroéfilos estéa relacionado a lesbes hepaticas em peixes (TAKASHIMA
& HIBIYA, 1995).

O aumento do numero de neutréfilos apresentado através dos resultados é
considerada a resposta mais comum a infec¢cdes em peixes (AFONSO et al., 1998).
O quadro apresentado pelos organismos expostos ao diclofenaco em concentracdes
baixas, conforme este estudo, € de neutrofilia e monocitose, semelhante ao
apresentado em resposta a inflamacédo aguda (SUZIKI et al., 1992).

Os resultados encontrados estdo de acordo com CUNHA et al. (2009),
segundo o qual, ao se referir a espécies de mamiferos, a contagem absoluta e
relativa de neutréfilos segmentados tende a apresentar um aumento durante o
estresse agudo do organismo. Isso ocorre com o0 proposito de que 0 organismo
apresente, nesse momento, maior resisténcia a infec¢gées bacterianas. No estudo
realizado por SARAVANAN et al. (2012) expondo carpas ao anti-inflamatorio
ibuprofeno observou-se também aumento nos leucaocitos.

E possivel que a exposicdo a um poluente acarrete no aumento nas defesas
do organismo, com o um aumento de leucdcitos para que ocorra aumento na
diapedese, ou seja, a passagem dos globulos brancos armazenados para a
circulacao central e para os tecidos periféricos (DHABHAR et al., 1997).

N&o foram verificadas alteragbes na contagem de trombdcitos. Porém, o uso
de AINES esta associado a trombocitopenia, ou seja, reducdo do numero de
plaguetas (LAMONT & MATHEWS, 2007), fato esse evidenciado na exposicdo de
Rhamdia quelen ao AINE dipirona sédica (PAMPLONA et al., 2011). Segundo
GELLER et al. (2012) o uso do diclofenaco, em pacientes susceptiveis, pode
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aumentar em até dez vezes a trombocitopenia, além da leucopenia, neutropenia e
agranulocitose.

Os danos genotoxicos foram avaliados através do ensaio cometa, um teste
que tem sido amplamente aplicado em pesquisas de contaminagdo ambiental
envolvendo organismos aquéticos, tratando-se de uma técnica bastante sensivel
(NACCI et al., 1992). Nao foram observados danos ao DNA no ensaio realizado com
sangue e figado, entretanto, no rim 0 ensaio cometa apontou uma diminuicao
significativa no dano na maior concentragao.

A exposicdo a xenobiéticos pode resultar em fragmentacdo do DNA, uma vez
gue ocorrendo o processo de lipoperoxidacéo a estrutura da membrana celular sera
comprometida, e dessa forma o DNA se tornard mais susceptivel ao ataque de
radicais de oxigénio, além da possibilidade de ser diretamente atacado pelos
radicais livres lipidicos gerados na oxidacdo dos &cidos graxos das membranas
plasmatica e nuclear (HIGUCHI, 2003).

Assim como nao foi evidenciada lipoperoxidacdo ndo ocorreu também dano
ao DNA, e a diminuicdo na LPO na maior concentracdo est4 coerente com a
diminuicdo no dano genético na concentracdo de 20 ug/L no rim, o que pode ser
explicado pela possibilidade de uma enzima que atua na fase | da biotransformacéao
ter sido inibida.

No estudo realizado por HICKEY et al. (2001) realizado com ratos com o
objetivo de investigar estresse oxidativo, nefrotoxicidade e danos genéticos
causados pelo diclofenaco, foram evidenciados graves danos ao DNA nos rins, e
mortalidade celular programada, todos causados pelo estresse oxidativo. Porém,
foram utilizadas doses bastante elevadas: 100, 200 e 300 mg/kg, mas o tempo de
exposicao foi apenas 24 horas.

SCHWAIGER et al. (2004) realizaram um estudo com trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) expostas ao diclofenaco em doses que variaram de 1 a
500g/L por um periodo de 28 dias com posterior avaliacbes histopatoldgicas, onde
foi possivel observar danos no figado, rins, branquias e trato gastro-intestinal.
Concluindo entdo que o diclofenaco causa a diminuicdo do estado geral de saude

dos peixes, porém em concentra¢des mais elevadas.
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No estudo de HONG et al. (2007) foram analisados os efeitos do diclofenaco
em peixes Medaka japonés (Oryzias latipes) em concentra¢gbes que variaram de 1
Mg/L a 8 mg/L ao longo de quatro dias, ficando evidenciado que este farmaco causa
toxicidade celular e genotoxicidade. Os autores salientam que o diclofenaco tem o
potencial de causar efeitos téxicos mesmo em concentracfes semelhantes as
encontradas no ambiente.

Em teste de toxicidade aguda, realizados com organismos aquaticos como
algas verdes, rotiferos e crustaceos, ficou demonstrado que o diclofenaco é
potencialmente toxico a esses organismos, inibindo seu crescimento ou mesmo
causando mortalidade, apresentando para as algas e crustaceos uma ECso < 100
mg/L, o que segundo o sistema utilizado pela Unido Europeia encaixa-se na
classificacdo de potencialmente prejudicial aos organismos aquaticos (KHETAN &
COLLINS, 2007).

Na presente pesquisa foram evidenciadas alteracbes hematoldgicas e
bioguimicas no rim. O curto tempo de exposi¢cdo, uma vez que trata-se de um
bioensaio agudo, e o fato de as concentracbes de diclofenaco utilizadas no
experimento serem baixas pode explicar os resultados encontrados. No entanto, as
concentracfes utilizadas sdo semelhantes as encontradas no ambiente e em 96
horas foram capazes de causar alteracbes significativas, sugerindo que uma
continua exposicao ao farmaco podera acarretar efeitos mais drasticos, sobretudo

nefrotéxicos.
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8 CONCLUSOES

- O diclofenaco nas concentracbes e no tempo de exposicao testado nao

causou alteracdo hepatica nos biomarcadores bioquimicos e genético dos animais.

- No rim posterior foi observado aumento da atividade da SOD, e diminuicdo
da lipoperoxidacdo e do dano genético, sugerindo alteracdes no sistema de

biotransformacgé&o dos organismos, causadas pelo farmaco.

- O diclofenaco causou diminuicdo no numero de eritrécitos e a concentracao
de hemoglobina, e aumentou o ndmero de neutréfilos e mondcitos no sangue dos
jundids, evidenciando que esses animais desenvolvem uma série de alteractes
hematoldgicas imediatas como reacdo inicial de defesa frente a este farmaco

enguanto poluente ambiental.

Esses resultados indicam que o diclofenaco causa alteracdes bioquimicas e
hematologicas em R. quelen. Tratando-se de um farmaco amplamente detectado no
ambiente que afeta determinadas espécies, como o0 organismo de estudo deste
trabalho, pode em exposi¢cdes continuas a longo prazo desencadear um
desequilibrio ambiental por ser uma substéncia que ameaca uma espécie, e

consequentemente seu ecossistema.
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