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RESUMO

Organismos aquaticos estdo sujeitos a toxicidade causada por
xenobi6ticos continuamente lancados ao ambiente, principalmente via
esgoto sanitario. Os farmacos, também conhecidos como “contaminantes
emergentes”, sdo substincias que possuem boa estabilidade quimica e
baixa biodegradabilidade, o que dificulta a diminuicdo de seus niveis ou
sua remocao apds passarem por Estacdes de Tratamento de Esgoto. Estes
compostos, quando presentes, mesmo em pequenas concentragdes,
podem induzir efeitos toxicos causando danos aos organismos expostos.
Os bivalves, como a ostra do Pacifico Crassostrea gigas, possuem grande
importancia comercial, sendo extensivamente cultivados na regido
costeira da llha de Santa Catarina, SC. Por serem animais filtradores, séo
capazes de acumular xenobioticos, e tém sido amplamente utilizados
como espécies sentinelas em estudos de monitoramento. Exposicdes a
farmacos podem induzir alterac@es nos sistemas de biotransformacao e de
defesas antioxidantes, podendo causar estresse oxidativo. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar alteracbes de biomarcadores
bioguimicos, em branquias (BR) e glandula digestiva (GD) de C.gigas
expostas aos farmacos, Tamoxifeno (TAM 10 e 100 ng.L™?) e Ibuprofeno
(IBU 10e IBU 100 pg.L™?) e a uma mistura, contendo os dois farmacos,
“MIX 1”7 (TAM 10 ng.L* + 1BU 10 pg.L?) e “MIX 2” (TAM 100 ng.L™?
+ IBU 100 pg.L™?), por 24 e 96 horas. Foram analisadas a atividade das
enzimas Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa
Redutase (GR), Glutationa-S-Transferase (GST) e Glicose-6-Fosfato-
Desidrogenase (G6PDH). Na BR das ostras expostas as duas
concentracBes de TAM por 24h apresentaram uma maior atividade da
CAT. Na GD, foi observado uma maior atividade das enzimas que
participam da degradacdo de peroxidos, CAT e GPx, assim como da
enzima auxiliar GR ap6s 24h de exposicao, quando expostos as duas
concentragdes do farmaco. A GD foi mais responsiva a exposicao a este
farmaco. As BR das ostras expostas por 24h e 96h a maior concentracao
de IBU apresentaram uma maior atividade da GPx, possivelmente
associada a um aumento na producdo de H»O,. N&ao foram observadas
alteracGes significativas na atividade destas enzimas na GD. As ostras
expostas por 96h aos farmacos juntos nas maiores concentragdes foi
observado um aumento na atividade da GPx na GD, indicando um
aumento no sistema de defesa antioxidantes a fim de proteger as células
contra os efeitos deletérios causados por esses xenobidticos.

Palavras-chave: Aquicultura. Biomarcadores. Defesa Antioxidante.






ABSTRACT

Aguatic organisms are subject to toxicity due to xenobiotics continuously
released to the environment, mainly via sanitary sewage.
Pharmaceuticals, also known as "emerging contaminants”, are substances
that have good chemical stability and low biodegradability, which makes
it difficult to reduce their levels or to remove them after passing in Sewage
Treatment Plants. These compounds, when present, even in small
concentrations, can induce toxic effects, causing damage to the exposed
organisms. Bivalves, such as the Pacific oyster Crassostrea gigas, have
great commercial importance and are extensively cultivated in the coastal
region of Santa Catarina Island, SC. Because they are filtering animals,
they are able to accumulate xenobiotics, and have been widely used as
sentinel species in monitoring studies. Exposure to drugs may induce
changes in biotransformation systems and antioxidant defenses, which
may cause oxidative stress. The aim of the present study was to evaluate
the biochemical alterations in gills (BR) and digestive gland (GD) of C.
gigas exposed to Tamoxifen (TAM 10 and 100 ng.L) and lbuprofen
(IBU 10 and IBU 100 ug.L), separately, and to two mixtures containing
both drugs "MIX 1" (TAM 10 ng.L? + IBU 10 pg.L?) and "MIX 2"
(TAM 100 ng.L-*+ IBU 100 ug.L'Y)) for 24 and 96 hours. The activities
of Catalase (CAT), Glutathione Peroxidase (GPx), Glutathione Reductase
(GR), Glutathione-S-Transferase (GST) and Glucose-6-Phosphate-
Dehydrogenase (G6PDH) were analyzed. Higher CAT activity was
observed in the BR of the oysters exposed to TAM, when the organisms
were exposed to two concentrations of the drug for 24 hours. In the GD,
a significant increase in the activity of the enzymes that participate in the
degradation of peroxides, CAT and GPx, as well as in the auxiliary
enzyme GR was observed after 24h of exposure to the two concentrations
of the drug. GD was more responsive to the exposure to TAM. In the BR
of the oysters exposed to the IBU, a greater GPx activity was observed
after 24h and 96h of exposure to the higher concentration, possibly
associated to an increase in H.O, production, and no significant changes
were observed in the activity of these enzymes analyzed in GD. When the
drugs were administered together, only GPx activity were enhanced in the
GD of the 96h exposed animals at the highest concentration, indicating
an increase in the antioxidant defense system in order to protect the cells
against the deleterious effects caused by these xenobiotics.

Keywords: Aquaculture. Biomarkers. Antioxidant Defense.
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1.1 INTRODUCAO GERAL
1.1.1 Aquicultura e a problematica da contaminagdo ambiental

Nas Gltimas décadas, a aquicultura vem apresentando relevantes
contribui¢Bes para a producdo de proteina de origem animal. Segundo
dados apresentados pela Food and Agriculture Organization- (FAO,
2016), no ano de 2014, a pesca por captura foi responsavel por 93,4
milhGes de toneladas e a aquicultura representou 73,8 milhdes de
toneladas de pescados. Deste total produzido pela aquicultura, 49,8
milhGes de toneladas foram de peixes, 16,1 milhdes de toneladas de
moluscos bivalves, 6,9 milhGes de toneladas de crustaceos e 7,8 milhdes
de toneladas de outros animais aquatico cultivaveis.

Dentre as atividades exercidas pela aquicultura, o cultivo de
bivalves marinhos, conhecido como “Malacocultura”, ocupa o segundo
lugar em volume de producdo mundial. O Brasil, é o segundo maior
produtor da América Latina, ficando somente atras do Chile (FAO, 2016).
Dos estados brasileiros, Santa Catarina é o maior produtor de moluscos,
contribuindo com cerca de 98% da producdo nacional (IBGE, 2015). No
ano de 2016, o estado foi responsavel pela produgéo, em escala comercial,
de 15.381 toneladas. Deste total, 12.534 t foram de mexilhdes (Perna
perna), 2.821 t de ostras (Crassostrea gigas) e 26.9 t de vieiras
(Nodipecten nodosus) (EPAGRI, 2016). Considerando apenas a
ostreicultura, os municipios que mais contribuiram para a producdo total
do estado, foram Floriandpolis/SC, com uma producdo de 1.707 t,
cultivadas extensivamente em suas baias Norte e Sul, seguido pelos
municipios de Palhoga/SC (586 t) e Sdo José/SC (399 t) e de outros
municipios que contribuiram para a producdo total do estado. (EPAGRI,
2016).

O litoral catarinense destaca-se por possuir caracteristicas
geogréficas propicias a producdo de bivalves, dispondo de baias e
enseadas protegidas de ventos e marés, combinados com o clima e
temperatura favoravel ao cultivo, trazendo beneficios econémicos e
socioambientais (GALLON et al., 2011). A elevada taxa de crescimento
demogréafico na ilha de Santa Catarina e adjacéncias, aliados a um
deficiente ou inexistente sistema de tratamento de efluentes, tem causado
consequéncias a seus ecossistemas, uma vez que as areas de producdo
estdo localizadas em sua maioria em ambientes costeiros, préximos as
areas de maior adensamento populacional (CAMPQOS, 2004). Estes
contaminantes representam misturas complexas ricas em compostos
quimicos, também conhecidos como xenobidticos, impondo um maior
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risco aos animais expostos, bem como aos organismos cultivados
destinados ao consumo humano (LUCHMANN, 2011).

Uma das principais preocupac¢des com a atividade da maricultura,
é a balneabilidade dos ecossistemas aquaticos e os cuidados sanitarios nas
areas de cultivo, onde estdo situadas as “fazendas marinhas”. De uma
maneira geral, a aquicultura depende fundamentalmente da sanidade do
ecossistema no qual estd inserida (VALENTI, 2002). O ecossistema
aquatico é considerado o mais susceptivel a contaminagdo, pois se
caracteriza como o receptor final de vérios tipos de xenobidticos
(BERTOLETTI, 1990).

O esgoto sanitario é considerado uma das principais causas da
diminuicdo da qualidade dos ecossistemas costeiros, pois é composto de
uma enorme variedade de xenobidticos, de complexa caracterizacéo,
podendo conter, grandes quantidades de matéria organica e
contaminantes, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA),
metais traco, detergentes e outros compostos designados como
“contaminantes emergentes”, tais como produtos farmacéuticos e de
higiene pessoal, entre outros (PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO,
2003; ABESSA et al., 2005).

Entre os contaminantes emergentes, destacam-se os farmacos,
inseridos no ambiente, principalmente no compartimento aquatico, via
excrecdo de pacientes domiciliares ou hospitalares nas aguas residuais.
Devido as suas propriedades fisicas, quimicas e estruturais, como
persisténcia, lipofilicidade, resistem a varios processos de tratamento
convencional de agua, sendo frequentemente encontrados em Estacdes de
Tratamento de Esgoto (ETE), que ndo possuem capacidade de remocéo
total destes contaminantes (MAGALHAES, 2016).

Para dar continuidade na lideranca nacional na producdo quali-
quantitativa de bivalves, a capital Catarinense necessita garantir uma boa
qualidade das &guas marinhas, visto que estes animais séo filtradores,
capazes de absorverem toxinas, contaminantes quimicos e bioldgicos, e
comumente sdo consumidos in natura (FOLZKE, 2008).

Os bivalves séo considerados excelentes espécies sentinelas, pois
tendem acumular os contaminantes do meio em que se encontram e sao
animais sésseis (RAINBOW, 2002). Desta forma, considerando sua
importancia biolégica e econ6mica para 0s ambientes costeiros e
estuarinos, ostras da espécie C. gigas foram utilizadas para avaliar os
efeitos que algumas destas substancias podem causar nestes organismos.

Neste contexto, a analise de biomarcadores bioquimicos, tais como
as enzimas de defesas antioxidantes e de conjugacdo de xenobiéticos,
podem fornecer informagdes importantes sobre a capacidade de defesa e
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biotransformacdo dos organismos, frente a exposicao a estes compostos
(BURGEOT etal., 1996). A utilizacdo de enzimas de defesa antioxidante
pode indicar alteragcbes nos organismos, uma vez que 0 aumento ou a
inibicdo da atividade enzimatica, podem indicar algum tipo de resposta
ao estresse ambiental (COGO et al., 2009).

1.1.2 Contaminantes emergentes

Os Contaminantes Emergentes integram uma crescente classe de
contaminantes, encontrados nos diferentes compartimentos ambientais
(&gua, solo e sedimento), detectados em concentragdes traco (DEBLOND
etal., 2011; GAFFNEY et al., 2013). Estes compostos podem apresentar
risco ao ecossisttma e nao estdo incluidos em programas de
monitoramento, ou seja, ainda ndo estdo estabelecidos seus limites
maximos permitidos (MONTAGNER et al., 2017).

De acordo com a defini¢cdo proposta pela Agéncia de Protegdo
Ambiental dos Estados Unidos, contaminantes emergentes sdo poluentes
(bidticos e abidticos) ndo incluidos em programas de monitoramento e
gue podem causar efeitos sobre a salide ambiental (USEPA, 2018).

Diversos grupos de substidncias tém sido considerados
contaminantes emergentes, incluindo, novos agrotoxicos, drogas ilicitas,
farmacos, produtos de higiene pessoal, hormoénios, surfactantes,
nanomateriais, entre outros (RICHARDSON; TERNES, 2017). Entre as
classes mais estudadas de emergentes, os farmacos, possuem uma maior
atencdo por serem continuamente liberados no ambiente aquatico e
frequentemente detectados em esgotos brutos e tratados, aguas
superficiais e em agua utilizada para o abastecimento publico
(MONTAGNER et al., 2017).

Alguns 6rgaos regulatérios internacionais como a Unido Europeia
(EU), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA),
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) e Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPSC) publicaram diretrizes e leis sobre matrizes
ambientais. No Brasil, a legislacdo em vigor é a portaria do Ministério da
Salde n° 2914/11 (padrdes de potabilidade da agua), a resolucéo
CONAMA n° 357/05 (padrbes de classificacdo de corpos de agua) e a
resolucdio CONAMA n° 430/11 (lancamento de efluentes), porém
nenhuma das resolucdes dispdem de valores limites sobre residuos de
farmacos (CONAMA, 2005).

No Brasil, ndo hé registros de programas oficiais voltados para a
problematica dos contaminantes emergentes, e ainda nao existem dados
toxicoldgicos suficientes para a derivacdo de padrfes de portabilidade.
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Entretanto, outros paises ja apresentam métodos de monitoramentos
destinados a avaliar a toxicidade de certos produtos farmacéuticos, para
gue sejam empregados diretrizes que orientam e estabelecem niveis
seguros de concentracdo das substancias no meio ambiente (ARIESE;
ERNST; SIJM, 2001). Em 2016, a USEPA disponibilizou uma lista
contendo contaminantes prioritarios, monitorados nos sistemas publicos
de agua, que se incluem 97 produtos quimicos e 12 contaminantes
bioldgicos. Dentre estes contaminantes, incluem o 173-estradiol, estriol,
17a-etinilestradiol, mestranol, testosterona, além de outros produtos
farmacéuticos, industriais e agrotdxicos (EPA, 2017).

A Unido Europeia também apresenta uma lista de 33 substancias
consideradas prioritarias pela comissdo de normas de qualidade ambiental
(Directive on Priority Substances), como substancias que oferecem risco
significativo para o ambiente aquatico ou a salde humana, sendo estes,
toxicos, persistentes e bioacumulativos. Dentro desta, 11 foram
identificadas como substancias perigosas e prioritarias e outras 14
substancias foram identificadas como estando sujeitas a exame para
identificagdo como possivel “‘substancia perigosa prioritaria”
(RAIMUNDO, 2011).

Os estudos sobre os efeitos ambientais causados pelos baixos,
porém continuos niveis de farmacos nos recursos hidricos, poderdo
auxiliar na regulamentacédo dos niveis seguros a salde humana e animal,
sem que prejudique o ecossistema (PETROVIC; GONZALEZ;
BARCELO, 2003).

1.1.3 Ocorréncia de farmacos no ambiente

Os farmacos sdo substancias quimicas moderadamente sollveis
em agua, lipofilicos e biologicamente ativos, caracteristicas, que fazem
com que os farmacos sejam considerados como de potencial efeito no
ecossistema aquatico, comprometendo a qualidade dos mesmos (FENT et
al., 2006; KUMMERER, 2009).

Estes compostos tém sido detectados em esgoto doméstico, em
efluentes de ETE e em Estacdes de Tratamento de Agua (ETAS), 4guas
superficiais e subterraneas, em concentracdes na faixa de ng.L™* a pg.L™*?
(BILA; DEZOTTI, 2003). Diversas classes terapéuticas de farmacos tem
sido observada no ambiente em vérias regiGes do mundo e em diversas
matrizes ambientais, tais como antibi6ticos, hormonios, anti-lipémicos,
analgésicos, anti-inflamatérios, entre outros (MELO, 2009).

Em estudos de Pereira e colaboradores (2016), ao qual analisaram
aguas superficiais de Santos/SP e evidenciaram pela primeira vez a
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presenca de farmacos e drogas ilicitas em aguas marinhas no litoral do
Brasil. A presenga do ibuprofeno nesta &gua foi detectado em
concentracdes que variam de 326,1 a 2094,4 ng.L. No que se refere a
contaminacdo do sedimento no Brasil, Beretta e colaboradores (2014),
detectaram o ibuprofeno na concentracéo de 18,8 ng.g.

Ap0s o consumo destes compostos farmacoldgicos, cerca de 50 a
90% de uma dosagem de um farmaco é excretada inalterada e a outra
parte dessas substancias sdo metabolizadas e excretada pelas fezes e urina
(MULROQY, 2001; NIKOLAOU et al., 2007). Outro fato que merece ser
considerado e avaliado é o significativo aporte de farmacos no ambiente
devido ao descarte de medicamentos ndo utilizados e/ou com o prazo de
validade vencidos (BILA; DEZOTTI, 2003).

Nas ETE os farmacos sdo tratados em conjunto com outros
constituintes organicos e inorganicos contidos nas aguas residuais
(TOURAUD et al., 2011). A eficiéncia de sua remocdo nas ETE &
fortemente dependente das suas caracteristicas estruturais e das
propriedades fisicas e quimicas das moléculas de cada composto, das
configuragdes dos sistemas de tratamento de esgoto e das condigOes
operacionais aplicada nas unidades de tratamento (MELO, 2009). As
principais formas de remocdo de compostos organicos em estacoes de
tratamento de efluentes envolvem processos como adsorgdo em sélidos
suspensos, a associacdo com acidos graxos e 6leos, a biodegradacdo
aerdbica e anaerdbica, a degradacdo quimica por processos de hidrdlise
ou nitrificacdo e a volatilizacdo (RAIMUNDO, 2007). Todo este processo
envolve um tratamento preliminar, primario, secundario e terciario
(ANDREOLI et al., 2001).

No Brasil, 0 esgotamento sanitério é a area do saneamento com
maior déficit de atendimento. Em 2010, apenas 39,7% da populacéo
possuia atendimento adequado, 50,7% apresentou um atendimento
precério e 9,6% ndo possuia esse atendimento (PLANSAB, 2013).

O complexo de esgotamento sanitario de Floriandpolis/SC se
encontra legalmente como responsabilidade da Prefeitura Municipal de
Floriandpolis e é exercido através de contrato de programa pela
concessionaria CASAN (Companhia Catarinense de Aguas e
Saneamento) que atua em 196 municipios Catarinenses, porém o
esgotamento sanitario da companhia somente estd presente em 16
municipios (CASAN, 2015). Seu indice de atendimento urbano de dgua
tratada € de 96,5% e o indice de atendimento urbano de esgoto coletado é
de 19,8%, isso significa que cerca de 80% da agua servida ao consumidor,
tem seu descarte final irregular (sem coleta e tratamento adequado)
(CASAN, 2015).
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O municipio de Floriandpolis/SC encontra-se atualmente com 7
estacOes de tratamento de esgoto (CASAN, 2015). Na parte central da
cidade, encontra-se a ETE-insular, considerada a maior estacdo em
operacdo da companhia. Nesta estacdo existe o uso de lodo ativado e
aeracdo prolongada para a remocéo de sélidos grosseiros, um tratamento
primario para a remocao da matéria organica e sélidos em suspensao, um
tratamento secundario para a remocao da matéria organica ja dissolvida,
e terciario, onde sdo tratados 0s compostos nao biodegradaveis e toxicos.
Ainda assim, existem bairros sem coleta e tratamento de esgoto sanitario
na cidade de Floriandpolis, como é o caso de grande parte do Ribeirdo da
llha, Armacéo, Pantano do Sul e na regido norte da ilha, onde a
abrangéncia ndo é completa, como em Sambaqui, Santo Antbnio de
Lisboa, bairros onde estdo localizadas as maiores producdes de ostras do
estado (MEDEIROS, 2016; PMISB, 2010).

O comportamento e o destino de um farmaco no ambiente séo
influenciados por suas propriedades fisicas e quimicas, tais como, a sua
estrutura molecular: o tamanho molecular, hidrofobicidade, sua carga,
gue, em geral, apresentam uma grande diversidade de estruturas
moleculares, com varios grupos funcionais e massas molares
(MIRANDA, 2014). A biodisponibilidade e o destino dos farmacos no
ambiente, sdo estimados pela hidrofobicidade do composto, determinado
pelo coeficiente de particdo octanol-agua (Kow). Este parametro estima a
lipoficilidade através da razdo da concentracdo do mesmo, no equilibrio,
apos dissolucdo em um sistema de duas fases, formado por dois solventes
imisciveis (agua e octanol), indicando a tendéncia destes compostos se
ligarem a matéria organica e aos sedimentos (JONES et al., 2004).

Quanto mais hidrofébico for um composto, menos sollvel serd em
agua e maior sera a sua tendéncia para adsorver aos meios sélidos e
particulas em suspensdo. Farmacos que apresentem Kgw<2,5 sdo
caracterizados por alta hidrofilicidade e baixa tendéncia de absorc¢éo na
biomassa e nas fracdes lipidicas dos sélidos suspensos. Aqueles que
apresentam Koy entre 2,5 e 4,0, possuem uma tendéncia moderada de
absorcdo e os que apresentam Kow>4 sdo altamente hidrofobicos e tem
grande potencial de serem encontrados nos sistemas de tratamento de
esgoto (AQUINO; BRANDT, 2013).

Para este estudo, os farmacos selecionados foram o antineoplésico
Tamoxifeno (TAM) e o anti-inflamatério ibuprofeno (IBU). No primeiro
caso, a escolha se justifica pela ocorréncia ambiental desta droga em
concentracGes em niveis de nanograma por litro (ASHTON et al., 2004).
O TAM ¢é frequentemente utilizado no tratamento de pacientes com
cancer de mama pelo CEPON (Centro de Pesquisas Oncoldgicas,
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Florian6polis/SC), acarretando no efeito aditivo de uma mistura de drogas
citotdxicas nos efluentes (ARNOT; GOBAS, 2006), onde eventualmente
0 manguezal do Itacorubi, é o sumidouro de toda essa descarga de
efluentes. O TAM também é usado preventivamente em pacientes ja
curados desta doenca, como forma preventiva para mulheres com risco
elevado de desenvolver o tumor.

O IBU foi escolhido para o estudo por apresentar-se como um
farmaco frequentemente detectado em aguas superficiais e esgoto, por
possuir uma elevada taxa de consumo pela populagdo, também
relacionada ao alto consumo do medicamento, por ser isento de prescri¢do
médica. Além dos efeitos isolados destes farmacos, também foi avaliado
os efeitos da associagdo das duas substancias juntas, uma vez que sdo
encontradas no ambiente em forma de misturas, pois a contaminagéo ndo
ocorre somente por intermédio de um composto, mas sim por diversos
compostos farmacolégicos, aos quais podem sofrer interacdes,
acarretando em efeitos sinérgicos, de duas ou mais substancias,
potencializando seus efeitos.

1.1.3.1 Farmaco Tamoxifeno (TAM)

O TAM ¢é um modulador seletivo dos receptores de estrogénio
(SERM- selective estrogen receptor modulator). Trata-se de uma das
drogas antineoplasicas mais comumente prescritas no mundo,
amplamente utilizada no tratamento e na quimioprevencdo em mulheres
de alto risco para o cancer de mama (POLIN; ASCHER, 2008). O seu uso
é reconhecido pela Food and Drug Admistration (FDA), pois trata-se de
um farmaco eficiente na terapia de determinados carcinomas mamarios e
gue se encontra disponivel no sistema publico de saude (HASKELL,
2003).

O TAM é facilmente absorvido apds administracdo oral, atingindo
0s hiveis plasmaticos maximos 4 a 7 horas ap6s ingestdo e sua absorcéo
ocorre no trato gastrointestinal e a metabolizacdo ocorre no figado pelas
enzimas do complexo citocromo P450 (MORELLO; WURZ;
DEGREGORIO, 2003). Ap6s metabolizado € excretado pela bilis e é
eliminado através das fezes, e em pequenas quantidades na urina, ficando
assim disponivel no ambiente e podendo interferir no metabolismo dos
organismos aquaticos (SUN et al., 2007).

Alguns estudos ja evidenciaram a presenca do TAM no ambiente
aquatico em concentragcdes ambientais de até 212 ng.L™* e em efluentes
domésticos até 740 ng.L1, possivelmente por néo ter sido degradado nas
ETE (ASHTON et al., 2004; ROBERTS; THOMAS, 2006).
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Figura 1- Estrutura quimica da molécula, propriedades fisicas e quimicas e
Coeficiente de Partigdo Octanol-Agua (log Kow) do farmaco Tamoxifeno.

HsC\ O Férmula quimica: CzsH2sNO
EH, O _J_ _cn, | Peso molecular: 371,51 g.mol*

Kow: 5
Fonte: MATER et al. (2014).

Os efeitos téxicos do TAM em organismos aquaticos, foram
estudados por Sun et al. (2007) no desenvolvimento e reprodugdo de
peixes Oryzias latipes. Resultados demonstraram que este farmaco
alterou a capacidade reprodutiva, os niveis de vitelogenina em ambos 0s
sexos e observaram alteragfes na histologia e no tamanho corporal da
prole.

1.1.3.2 Farmaco lbuprofeno (IBU)

O IBU (&cido 2-[4-(2-metilpropil) fenil] propandico), cuja sigla
deriva das inicias do cido isobutilpropanoicofendlico, é um farmaco do
grupo dos Anti-Inflamatoérios Nao Esteroidais (AINE) que constituem um
grupo terapéutico de interesse, pois tem propriedades analgésicas,
antipiréticas e anti-inflamatorias. Este medicamento faz parte da lista de
farmacos essenciais da Organizacdo Mundial de Saiude (WHO), sendo
uma das classes mais consumidas no mundo (OLIVEIRA; CAMPOS,
2014). E amplamente comercializado sem prescricio médica e
consequentemente sua frequéncia de utilizacéo esta associada ao aumento
de suas concentrag¢6es nos recursos hidricos (ARRUBLA et al., 2016).

Os AINE formam um grupo de diversos compostos constituidos de
um ou mais anéis aromaticos ligados a um grupamento acido funcional e
sdo considerados acidos organicos fracos que atuam especialmente em
tecidos inflamados (MONTEIRO, 2008). Seu mecanismo de ac¢do esta
relacionado principalmente a capacidade de inibicdo especifica das
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), as principais enzimas responsaveis
pela sintese das prostaglandinas, produzidas pelo corpo, causadoras da
inflamacdo que contribuem para a percepcdo da dor pelo cérebro
(KUMMER; COELHO, 2009).

O IBU é bem absorvido oralmente e eliminado completamente
pelo metabolismo em 24 horas ap6s sua Ultima dose e apés a
administracdo, 70 a 80% da dose terapéutica € excretada na urina e fezes,
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na forma do composto original inalterado com metabolitos (Carboxi-
Ibuprofeno e o 2-Hidroxi-lbuprofeno). Do IBU ingerido apenas cerca de
15% ¢ excretado na forma inalterada, sendo 43% metabolizado em
carboxi-Ibuprofeno e 26% em 2-Hidrdxi-lbuprofeno (PAROLINI et al.,
2011). Tanto o IBU ndo metabolizado, como seus metabdlitos, possuem
propriedades fisicas e quimicas semelhantes, caracterizando-se pela sua
persisténcia no ambiente (ALVES, 2014).

Figura 2- Estrutura quimica da molécula, propriedades fisicas e quimicas e
Coeficiente de Particdo Octanol-Agua (log Kow) do farmaco Ibuprofeno.

OH Formula quimica: C13H102
o Peso molecular: 206,29 g.mol*
Kow: 4

Fonte: BUSHRA; ASLAM (2010).

1.1.4 Organismo Sentinela: Crassostrea gigas

Estudos com biomarcadores bioquimicos em bivalves (ex.: ostras
e mexilhdes) como espécies sentinela, vém sendo amplamente
empregados, para avaliar os efeitos da exposi¢cdo aos contaminantes
(ALMEIDA etal., 2007; SAENZ et al., 2010; LUCHMANN et al., 2011).

Estes moluscos apresentam caracteristicas favoraveis para estes
estudos, pois sdo animais com ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
em estuarios e zonas costeiras, sdo sésseis, possuem habitos filtradores e
sdo espécies que possuem significativa importancia econémica (BAINY
et al., 2000; RAINBOW, 2002; CAJARAVILLE et al., 1996;
ANDRADE, 2016). Dentre os bivalves, a ostra do Pacifico Crassostrea
gigas (Thunberg, 1793) uma espécie exdtica, originaria do leste asiatico,
ocupa posigdo de destaque, por ser 0 molusco marinho mais cultivado no
mundo (FAO, 2016). Apresenta ampla tolerancia as variacdes ambientais,
rapido crescimento e existe muita informacéo disponivel sobre a biologia
desta espécie (MANZONI, 2001; SAAVEDRA; BACHERE, 2006).
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Figura 3- llustracdo da ostra C. gigas e sua classificagao taxondmica

Reino: Animalia

Filo: Mollusca

Classe: Bivalvia (LINNAEUS 1758)
Ordem: Ostreoida

Familia: Ostreidae (RAFINESQUE 1815)
Género: Crassostrea (SACCO 1897)
Espécie: Crassostrea gigas (Thunberg,
1793

Fonte: http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Crassostrea_gigas/en.

Conhecer a estrutura e a funcdo que cada 6rgdo desempenha no
organismo é o primeiro passo para se rastrear as possiveis vias de
incorporacao/intoxicagdo, excrecdo/desintoxicagdo, bem como a agédo
desses contaminantes nos sistemas bioldgicos (GALVAO et al., 2009).
Normalmente em estudos ecotoxicolégicos com bivalves sdo analisadas
as BR e a GD, por serem 0s principais 6rgaos envolvidos com a fisiologia
respiratoria e digestiva (SQUELLA, 2008).

As BR, além de realizarem as trocas gasosas, sdo responsaveis pela
filtracdo das particulas para alimentacéo, sendo o érgdo que estabelece o
primeiro contato com o contaminante, que posteriormente é transportado
para outros tecidos e para a GD, 6rgdo envolvido na biotransformacéo e
desintoxicacdo de substancias xenobidticas (BARNES et al., 2005;
CARREIRA, 2011). A GD é responsavel pelo processamento dos
alimentos e pode acumular grandes quantidades de contaminantes
(SALANKI et al., 2002).

1.1.5 O Uso de Biomarcadores

Os xenobioticos exercem efeitos biolégicos no ambiente que se
traduzem em respostas fisiolégicas nos organismos expostos
(DEPLEDGE; FOSSI, 1994). Tais respostas biologicas podem ser
utilizadas como biomarcadores.

De acordo com Walker et al. (1996), biomarcadores sdo definidos
como alteragdes a nivel celular, bioquimico, fisiolégico, histoldgico ou
comportamentais, que expressam a exposi¢do e/ou efeito tdxico dos
contaminantes sobre os organismos, mensurdveis em amostras de fluidos
corporais, células e tecidos. Também podem ser medidas em um
organismo inteiro, que indiquem a presenca de poluentes ou a magnitude
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da resposta do animal exposto (LINDE-ARIAIS et al., 2006). Desta
forma, diferentes biomarcadores vém sendo utilizados em estudos de
monitoramento da contamina¢do ambiental, com o intuito de evidenciar
a exposicdo a xenobidticos e avaliar o risco, quando comparados a uma
regido referéncia (WHO, 1993).

Os biomarcadores podem ser subdivididos em trés classes:
biomarcadores de susceptibilidade, de exposicdo ou efeito. Os
biomarcadores de susceptibilidade permitem elucidar a habilidade
inerente das respostas de um organismo decorrentes da exposi¢do aos
agentes quimicos ambientais. Os biomarcadores de exposicdo s&o
utilizados para avaliar a exposic¢ao individual ou de um grupo, para uma
substancia em particular, estabelecendo uma ligacdo entre a exposicéo
externa e a quantificacdo da exposicdo interna. Os biomarcadores de
efeito incluem medidas mensuraveis de alteracfes bioquimicas e/ou
fisiolégicas nos tecidos ou fluidos de um determinado organismo, as quais
podem ser reconhecidas em decorréncia da exposi¢cdo e absorcdo de
xenobidticos (AMORIM, 2003).

Dentre os biomarcadores mais sensiveis, destacam-se as enzimas
relacionadas com as defesas antioxidantes e de biotransformacdo de
Xenobidticos, cuja atividade nos organismos pode ser induzida ou inibida
apos sua exposicdo (COGO et al., 2009). O processo de biotransformagdo
pode ser definido como a conversdo, catalisada por enzimas, de um
composto xenobidtico em uma forma mais sollvel em agua, que pode ser
mais facilmente excretada do organismo (OOST et al., 2003). A
biotransformacédo pode ser dividida em 3 fases. As reacGes envolvidas na
fase | incluem as de oxidacdo, reduco e hidrélise. Nesta fase, geralmente
um grupo polar é introduzido na molécula (ex.: um grupo hidroxila), e sdo
mediadas por enzimas da familia do Citocromo P450 (CYP) e
monooxigenases. As reacoes de fase Il sdo caracterizadas por reagdes de
conjugacdo, realizada por enzimas transferases, sendo o produto
resultante dessas reaces mais hidrofilico facilitando a sua excre¢do
(OMIECINSKI et al., 2010). A fase Ill é constituido pelas enzimas
transportadoras de membrana, tais como a glicoproteina P, responsavel
pela eliminacdo dos compostos tdxicos da célula (LUEDEKING;
KOEHLER, 2004).

1.1.6 Enzimas de defesa antioxidantes, auxiliares e de conjugagéo
Durante a biotranformacdo de xenobidticos pode ocorrer um

aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
ocasionando um quadro de estresse oxidativo celular, refletido por um



30

desequilibrio entre a producdo e a remocdo ou eliminacdo desses
compostos, tais como o radical anion superdxido (O2), peroxido de
hidrogénio (H20) e radical hidroxila (OH), as quais podem causar
degradacdo das proteinas, lipidios e danos ao DNA (WINSTON; DI
GIULIO, 1991). A protecdo celular contra os efeitos deletérios das EROs
envolve um complexo mecanismo de defesa antioxidante composto por
sistemas enziméticos e ndo-enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos,
sdo cruciais para neutralizar a toxicidade das EROS, a fim de proteger as
células contra os danos causados pelos mesmos, onde as principais
enzimas envolvidas nestes processos incluem a Superdxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Glutationa-S-transferase (GST), Glutationa
Peroxidase (GPx), e enzimas auxiliares Glutationa Redutase (GR) e
Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase (G6PDH) (GONZALEZ-GONZALEZ
etal., 2014).

Alteragbes na atividade dessas enzimas sdo utilizadas como
sinalizadores do estabelecimento de condicdes deletérias causadas pela
exposicdo a agentes tdxicos, 0 que pode acarretar em aumentos ou
diminuigdes significativas nas suas respectivas atividades, a fim de
eliminar ou neutralizar esses compostos (VALAVANIDIS et al., 2006).

1.1.6.1 Catalase (CAT)

CAT ¢é uma hemeproteina, localizada principalmente no
peroxissoma e também nas mitocOndrias, considerada como um
componente primario de defesa antioxidante. Sua fun¢do catalitica esta
associada a decomposicao de peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio
molecular (O2) e &gua (H20) (AEBI, 1984; HALLIWELL, 2009).

2H,0, Catalase 2H,0 + 0,

Para uma resposta eficaz contra lesdes, a célula é capaz de
aumentar a formacao de peroxissomos para se defender desses produtos.
Do sistema enzimatico de defesas antioxidantes, a catalase é uma das mais
importantes, juntamente com a superdxido dismutase e glutationa
peroxidase (FERNANDES, 2005).

1.1.6.2 Glutationa Peroxidase (GPx)

Um importante sistema enzimatico de defesa contra 0 aumento na
formagcéo de radicais livres na célula envolve as Glutationas Peroxidases,
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gue exercem papel importante na desintoxicacdo de substancias geradas
pelos xenobidticos, como o perdxido de hidrogénio ou peroxidos
organicos (TEKMAN et al., 2008). O H,0 é convertido a H,O e O pela
Catalase nos peroxisomos e pela GPx no citoplasma e na mitocondria que
utiliza como doadora de elétrons a Glutationa Reduzida (GSH)
(HADDAD, 2002), que se transforma em Glutationa Oxidada (GSSG), a
gual ndo mais apresenta propriedades de protecdo celular (HUBER et al.,
2008).

1.1.6.3 Glutationa-S-Transferase (GST)

As GST sdo um grupo de enzimas com fun¢do importante na fase
Il de biotransformagdo. Pertencem a uma familia multifuncional de
proteinas envolvidas no processo de desintoxicagao celular e corre¢do dos
efeitos deletérios de compostos xenobidticos como drogas, herbicidas,
compostos quimicos carcinogénicos e poluentes ambientais (COGO et
al., 2009). Estas enzimas representam uma familia relacionada com a
conjugacdo de uma variedade de metabolitos enddgenos e exdgenos
(xenobidticos) tornando-os mais hidrossollveis, e mais facilmente
excretaveis pela célula (SHARMA et al., 2004).

A diversidade de classes e polimorfismos das GSTs esta associada
as diferentes formas de atuacdo durante o processo de biotransformacédo
de contaminantes e de conjugacdo de lipidios peroxidados (HOARAU et
al., 2001).

1.1.6.4 Glutationa Redutase (GR)

Além das enzimas antioxidantes, o sistema de defesa conta com a
atividade de enzimas auxiliares, como a Glutationa Redutase, que
auxiliam na manutencdo do poder redutor intracelular (HERMES-LIMA
etal., 1998). Para a manutengdo do ambiente redutor intracelular, a razéo
entre a Glutationa Reduzida e Oxidada (GSH/GSSG) precisa ser mantida.
Desta forma, esta enzima catalisa a reducdo da GSSG através da oxidacao
de NADPH, permitindo assim, a continua regeneracdo da GSH e da agéo
da GPx e outras enzimas dependentes de GSH (COUTO et al., 2016). O
NADPH ¢é o principal nucleotideo envolvido na protegéo da célula contra
0s danos oxidativos (ZHANG et al., 2000).
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1.1.6.5 Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase (G6PDH)

A enzima Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase é considerada uma
enzima antioxidante auxiliar, pois catalisa a oxidacao da glicose-6 fosfato
transferindo elétrons para NADP* formando NADPH para ser utilizado
nas reacdes redutivas intracelulares, tais como pela GR na reciclagem de
GSSG em duas GSH. Desta forma, se o fornecimento de NADPH for
prejudicado, a funcdo antioxidante da GSH também serd afetada,
acarretando um comprometimento do meio celular, provocando danos ao
metabolismo celular (SLEKAR et al., 1996).

Figura 4- Atividade das principais enzimas antioxidantes celulares e enzimas
auxiliares: Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase
(GR), Glicose 6-Fosfato-Desidrogenase e Glutationa-S-Transferase (GST).
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SOD
Ijﬁgi? — H,0, H,0
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Fonte: Figura adaptada de Bastolla, 2017.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade de enzimas de defesas antioxidantes, auxiliares
e de conjugacdo em ostras da espécie Crassostrea gigas, expostas ao
Tamoxifeno e Ibuprofeno e avaliar os potenciais ricos da exposicdo a
estes farmacos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Analisar e quantificar a atividade das enzimas CAT, GPx,
GR, GST e G6PDH em Branquias e Glandula digestiva de
ostras expostas por 24 e 96h a TAM;

e Analisar e quantificar a atividade das enzimas CAT, GPx,
GR, GST e G6PDH em BR e GD de ostras expostas por
24 e 96h a IBU;

e Analisar e quantificar a atividade das enzimas CAT, GPx,
GR, GST e G6PDH em BR e GD de ostras expostas por
24 e 96h a duas misturas dos dois farmacos (IBU e TAM);

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

Este documento esta organizado em capitulo Unico, redigido sob a
estrutura de artigo cientifico conforme os padrGes da revista
Ecotoxicology and Environmental Safety, sendo apresentado como:
Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados e Discuss@es, Concluséo e
Referéncias.
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2 CAPITULO UNICO

Este capitulo esta sendo preparado para publicagdo no periddico
Ecotoxicology and Environmental Safety. (Zootecnia/Recursos
Pesqueiros- A2).

Biomarcadores bioquimicos em ostras Crassostrea gigas
(THUNBERG, 1793) expostas ao Ibuprofeno e Tamoxifeno

Raphaella Christine Paiva Regis?, Clarissa Pellegrini Ferreira2, Daina Lima3, Jaco
Joaquim Mattos3; Tomas Bohn Pessatti#, Juliana Fabricio Tisca*, Maria Jodo da
Anunciagdo Franco Bebiano®; Afonso Celso Dias Bainy!

! Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica
(LABCAI). Programa de P6s-Graduagdo em Aquicultura. Universidade Federal
de Santa Catarina/UFSC, Florianépolis/SC. e-mail: rafinhapaiva_@hotmail.com

2,Universidade do Estado de Santa Catarina/ UDESC. Programa de Pés-
Graduagdo em Bioquimica e Biologia Molecular.

3.Ndcleo de Estudos em Patologia Aquicola— NEPAgQ- Laboratorio de
Biomarcadores de Contaminagdo Aquética e Imunoquimica (LABCAI). UFSC.

4 Programa de P6s-Graduacdo em Biogquimica/ UFSC.

5.Faculdade de Ciéncias do mar e do Ambiente da Universidade de
Algarve/Portugal.

RESUMO

A constante descarga de contaminantes quimicos no ambiente, pode
acarretar efeitos adversos aos organismos. Os farmacos sdo considerados
contaminantes  emergentes  liberados no ambiente  aquético
principalmente via esgoto sanitario. Sdo compostos normalmente
persistentes, com baixa biodegradabilidade, que podem permanecer
pouco alterados apds passar por processos convencionais nas estacdes de
tratamento de esgoto (ETE). Apesar de detectados em pequenas
concentracdes, estes xenobidticos possuem a capacidade de bioacumular
em organismos aquaticos, especialmente naqueles filtradores, como os
bivalves, os quais sdo extensivamente cultivados nas regides costeiras de
Floriandpolis/SC. No presente estudo foram avaliadas as atividades das
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enzimas de defesas antioxidantes, de conjugacdo e auxiliares, como a
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa-S-Transferase
(GST), Glutationa Redutase (GR) e Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase
(G6PDH), em branquias e glandula digestiva de ostras da espécie
Crassostrea gigas expostas durante 24 e 96 horas ao antineoplasico
Tamoxifeno (TAM 10 e 100 ng.L!), ao anti-inflamatdrio lbuprofeno
(IBU 10 e IBU 100 pg.L?) e a misturas contendo os dois farmacos em
baixas (TAM 10 ng.L* + IBU 10 pg.L?) e altas concentrag6es (TAM 100
ng.Lt + IBU 100 pg.L ). Uma maior atividade da CAT foi observada nas
BR das ostras expostas ao TAM. Na GD foi verificado um aumento
significativo na atividade das enzimas que participam da degradacdo de
peroxidos, CAT e GPx, e da enzima auxiliar GR ap6s 24h de exposicao,
onde a GD mostrou-se como um tecido mais responsivo a exposic¢do a
este farmaco. N&o foram observadas alteracGes significativas nas enzimas
na BR e GD dos animais expostos a IBU, com excecdo da atividade da
GPx na BR das ostras expostas a maior concentracdo (100 pg.L?). Os
animais expostos as misturas dos farmacos, apresentaram apenas
diferencas significativas na atividade da enzima GPx, quando analisadas
nas GD expostas por 96h as maiores concentrac@es, representando um
aumento no sistema de defesa antioxidantes para proteger as células
contra os efeitos deletérios causados por esses xenobidticos.

Palavras-chave: Poluigdo. Farmacos. Defesa Antioxidante.
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ABSTRACT

The constant discharge of contaminants into the environment can cause
adverse effects to organisms. Pharmaceuticals are considered as emerging
contaminants released into the aquatic environment mainly via sanitary
sewage. They are normally persistent compounds with low
biodegradability, which may remain slightly altered after passing through
conventional processes in sewage treatment plants. Although detected in
small concentrations, these xenobiotics have the ability to bioaccumulate
in aquatic organisms, especially in the filtering organisms, such as
bivalves, which are extensively cultivated in the coastal regions of
Floriandépolis / SC. In the present study, the activities of antioxidant,
conjugation and auxiliary enzymes, such as Catalase (CAT), Glutathione
Peroxidase (GPx), Glutathione-S-Transferase (GST), Glutathione
Reductase (GR) and Glucose-6- Phosphate dehydrogenase (G6PDH)
were evaluated in gills (BR) and digestive glands (GD) of oysters
Crassostrea gigas exposed for 24 and 96 hours to the antineoplastic
Tamoxifen (TAM 10 and 100 ng.L), to the anti-inflammatory lbuprofen
(IBU 10 pg.L* and IBU 100 pg.L) and to a mixture of both compounds
atlow (TAM 10 ng.L* +IBU 10 pug.L?) and high concentrations (TAM
100 ng.L* + IBU 100 pg.L). Higher CAT activity was observed in BR
of oysters exposed to TAM. In the GD, a significant increase in the
activity of the enzymes involved in degradation of peroxides, CAT and
GPx, and in the auxiliary enzyme GR after 24h of exposure was verified.
GD showed to be the most responsive tissue after exposure to this drug.
No significant changes were observed in the BR and GD enzymes of the
IBU-exposed animals, except for the GPx activity in BR of the oysters
exposed to the highest concentration (100 pg.L-1). The animals exposed
to the drug mixtures showed only significant differences in GPx in the
GD of oysters exposed for 96 h at the highest concentrations, representing
an increase in the antioxidant defense system to protect the cells against
the deleterious effects caused by these xenobiotics.

Keywords: Pollution. Drugs. Antioxidant Defense.
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2.1 INTRODUCAO

O langamento de esgoto sanitario no meio hidrico, é uma das fontes
mais comuns de poluicdo das areas costeiras (ABESSA et al., 2012).
Estes efluentes apresentam uma complexa composi¢do, que provém de
varias fontes. Os contaminantes emergentes sd0 compostos nao
regulamentados, encontrados em diversos compartimentos ambientais
(DEBLOND et al., 2011). Dentre estes contaminantes, estdo os farmacos,
frequentemente encontrados em efluentes de EstacGes de Tratamento de
Esgoto (ETE), em concentragdes na faixa de pg.L e ng.L* (FENT et al.,
2006).

A contaminacdo dos ambientes aquaticos pelos farmacos ocorre
principalmente via aguas residuais e pelas excretas dos pacientes em
tratamento (NIKOLAOU et al., 2007), uma vez que nas estagdes de
tratamento, geralmente, ndo sdo completamente degradadas (STUMPF et
al., 1999). Diferentes tipos de farmacos tém sido detectados no ambiente
aquatico, tais como anti-inflamatdrios, antibidticos, analgésicos,
antineoplasicos, hormonios, entre outros (FENT et al., 2006).

Entre os anti-inflamatério ndo esteroidais (AINE) estd o
Ibuprofeno (IBU) integrante da lista dos farmacos essenciais da
Organizac¢do Mundial de Satude (WHO), que tem seu mecanismo de a¢éo
associado a inibicdo das ciclooxigenases (isoformas COX-1 e COX-2), e
consequentemente biossintese de prostaglandinas (GIERSE et al., 1999).
Este farmaco é rapidamente metabolizado e excretado, e
consequentemente detectados em aguas residuais (MIAO et al., 2002).
No Brasil, na baia de Santos/SP, estudos evidenciaram a presenca do
ibuprofeno em amostras de agua do mar em concentragdes que variavam
de 326,1 2 2094,4 ng.L* (PEREIRA et al., 2016).

Alguns trabalhos tém demonstrado que IBU pode causar efeitos
toxicos em animais expostos, como no estudo de Serrano e colaboradores,
ostras C.gigas expostas ao IBU (0,1 e 100 pg.L™) mostraram um aumento
na atividade de algumas enzimas do sistema antioxidante, indicando uma
possivel alteracdo no equilibrio redox das células.

O Tamoxifeno (TAM) é um farmaco da classe dos moduladores
seletivos do receptor de estrogénio (SERM- Selective Estrogen Receptor
Modulator), amplamente utilizado para o tratamento de cancer de mama,
sua via de biotransformagdo ocorre através das enzimas do complexo
citocromo P450 (CYP) (MORELLO et al., 2003). Diversos estudos ja
relataram a presenca do TAM em ambientes aquaticos, em estudos no
Reino Unido, foram encontradas em concentragdes ambientais de até 212
ng.L! e nos efluentes sanitarios em concentracdes de até 740 ng.L*
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(ASHTON et al., 2004; ROBERTS; THOMAS, 2006), entretanto no
Brasil, ainda nao ha relatos.

Apos sua eliminagdo, este composto encontra-se disponivel no
ambiente podendo interferir no metabolismo dos organismos aquaticos.
Sun et al. (2007) observaram alteraces histolégicas, na capacidade
reprodutiva, nos niveis de vitelogenina e no tamanho corporal de peixes
expostos ao TAM (1, 5, 25, 125 e 625 ug.LY).

O uso de organismos marinhos tem sido amplamente estudado em
especial, os bivalves (REGOLI; PRINCIPATO, 1995; LUCHMANN et
al., 2011; LIMA et al., 2018) por possuirem caracteristicas adequadas
para estes estudos, como serem sésseis, habito alimentar filtrador e sua
capacidade de bioacumulacéo, o que torna estes animais susceptiveis aos
efeitos dos contaminantes (RAINBOW, 2002). Dentre as espécies de
bivalves utilizadas nesses estudos, as ostras C. gigas destacam-se como
6timos organismos sentinela em virtude do seu expressivo consumo e
cultivo, pois séo considerados um dos mais representativos no cenario da
aquicultura (ZANETTE et al., 2011; MEDEIROS et al., 2008;
TREVISAN et al., 2012; FAO, 2016).

Uma vez detectados no ambiente, os farmacos, mesmo que em
pequenas concentragbes, podem causar toxicidade e danos aos
organismos expostos. Assim, seus efeitos toxicos podem ser avaliados
através da andlise de biomarcadores mensuraveis em diferentes niveis de
organizagdo biol6gica (molecular, bioquimico e/ou fisioldgico)
(WALKER et al., 1996). Dentre estes, a atividade das enzimas
antioxidantes, de biotransformacgdo e auxiliares, tem sido amplamente
utilizada como biomarcadores bioquimicos, cujas suas atividades nos
organismos podem ser induzidas ou inibidas apos exposicao a substancias
xenobidticas. (MANDUZIO et al., 2005; SOLE et al., 1994; FABBRI;
FRANZELLITTI, 2015).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de
enzimas antioxidantes, de biotransformacéo e auxiliares em BR e GD de
ostras C. gigas expostas por até 96h a diferentes concentraces de IBU e
TAM, separadamente, ou em misturas, em condi¢des controladas de
laboratério. Através deste estudo pretende-se fornecer informacGes sobre
0s potenciais riscos de exposicdo destes farmacos em organismos
marinhos.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

Espécimes de ostras da espécie C. gigas (340 individuos), com
comprimento total entre 6-8 cm, foram coletados na estacdo de cultivo do
Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM-UFSC), localizado na praia de
Sambaqui, situado na baia norte de Floriandpolis/SC. As ostras utilizadas
nesse experimento foram provenientes de um mesmo lote e cultivadas nas
mesmas condicBes. Apds a coleta, foram transportadas em caixas
térmicas, até a recep¢do no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacéo Aquética e Imunoquimica- (LABCAI/UFSC), onde foram
lavadas para retirada do sedimento lodoso e dos bioincrustantes.

Em laboratério, os animais foram distribuidos em tanques, com um
sistema de recirculacdo de &gua e aclimatados durante o periodo de 7 dias,
nas seguintes condicdes: temperatura (22 °C), salinidade (30%o), pH 7,0,
pardmetros semelhantes aos encontrados nos locais de onde foram
cultivados/coletados.

2.2.1 Exposicéo das ostras C. gigas aos farmacos.

O experimento de exposicdo de C.gigas aos farmacos para
avaliagdo dos biomarcadores bioquimicos, integrou o projeto de mestrado
de Tomas Bohn Pessati e de doutorado de Juliana Fabricio Tisca, ambos
do Programa de P6s-graduagdo em Bioquimica/UFSC.

O experimento foi realizado na sala de bioensaios do
LABCAI/UFSC com uma nova aclimacdo de 24 horas antes da exposicao
das ostras aos farmacos. Ao final do periodo de aclimatagdo, os animais
foram distribuidos em 30 aquarios de vidro com volume total de 50 litros
cada, que foram preenchidos com 10 litros de agua do mar filtrada (5
ostras/aquario). Os aquérios utilizados para cada tratamento foram
mantidos dentro de estruturas de madeira hermeticamente fechadas, com
aeracdo constante (Figura 5). Toda a agua utilizada no experimento foi
oriunda da estacdo de coleta de 4gua do mar da UFSC, localizada no
bairro da Barra da Lagoa/Floriandpolis. Os farmacos utilizados nesse
experimento foram adquiridos pela Sigma-Aldrich e as exposi¢des foram
realizadas em duas etapas.
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Figura 5- A: Aclimatagéo das ostras; B: Bioensaio LABCAI; C: Triplicata dos
tratamentos; D: 5 ostras/aquario.

O primeiro experimento consistiu na exposic¢do de 150 individuos
(5 ostrasfaquério) C. gigas ao TAM (1mL) 10 e 100 ng.L?, feita pela
diluicdo do farmaco em Dimetilsuféxido DMSO (1mL) e o IBU (1mL)
10 e 100 pg.L? diluido em é&gua ultrapura (ImL). Cada tratamento foi
realizado em triplicata e utilizou-se um tratamento controle, diluido em
DMSO, este sem adi¢do dos farmacos, por um periodo de 24 e 96 horas
de exposicdo para todos os tratamentos, como representado na figura 6.

Figura 6- Delineamento experimental da exposi¢cdo das ostras C. gigas aos
farmacos isolados.
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A segunda etapa do experimento consistiu na exposicdo de 90
individuos de ostras C. gigas utilizando 18 aquarios de 50 litros, que
foram preenchidos respectivamente com 10 litros de 4gua do mar filtrada
(5 ostras/aquario), contendo uma mistura dos dois farmacos, denominado
“Mix 17- TAM 10 ng.L* + IBU 10 pg.L* (menor concentragio), e “Mix
2” TAM 100 ng.L! + IBU 100 pg.L* (maior concentracéo), diluidos
respectivamente em DMSO e dgua ultrapura, expostas por 24 e 96 horas,
como representado na figura 7.

Flgura 7- Delineamento experimental da exposicio das ostras C.gigas aos Mix.

Menor concentragao

TAM 10 ng.L-!
IBU 10 ug L+
= [ MIX 2 E
Maior concentracao
L z 4 @ TAM 100 ng.L! 7
—_/I g IBU 100 ug L |~
o :
| w
= [ =
w1 -

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a alimentacdo das ostras durante o periodo de exposicao,
esvaziaram-se 0s aquarios até a metade do volume (5 L) e, em seguida,
era ofertado o volume total de algas (mix 50% Isochrysis galbana e 50%
Chaetoceros muelleri), fornecidas a cada 36 horas. Apds o periodo de
alimentacdo (2 horas), os aquarios eram preenchidos com o volume total
(10 L), e em cada aquério eram adicionadas as concentracfes
correspondentes dos farmacos. Ao final do periodo de experimento, os
residuos liquidos eram filtrados por carvdo ativado e posteriormente
descartados.

Apos 24 e 96 horas de exposi¢do para todos os tratamentos, 0s
animais foram pesados, medidos e dissecados para a retirada da branquia
e glandula digestiva, que foram devidamente acondicionadas em
microtubos plasticos (2 ml), congeladas imediatamente em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer -80 °C para posterior realizacdo das
analises bioguimicas.
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2.2.2 Processamento das amostras

Aproximadamente 100 mg de amostras de BR e GD de cada ostra
foram pesadas separadamente e homogeneizadas individualmente em 500
pl (1:5) de tamp&o de homogeneizacéo, (Tris HCI 50 mM, EDTA 1 mM,
sacarose 0,5 mM, KCI 0,15 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM e pH 7,6)
utilizando o homogeneizador de tecidos Tissue-Tearor™ em gelo.

O homogenato foi centrifugado em 9.000xg por 30 minutos a 4 °C,
0 sobrenadante resultante dessa centrifugagdo foi armazenado em
ultrafreezer a -80 °C, para posterior realizacdo das analises bioquimicas.

2.2.3 Ensaio cinético

Para a realizacdo das andlises enzimaticas das amostras, foi
utilizado o espectrofluorimetro de leitor de microplacas SpectraMax M5
e o0 software SoftMax e adaptacGes de metodologias para as enzimas.

2.2.3.1 Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi quantificada de acordo com Aebi
(1984), que mede a velocidade de decomposicdo de perdxido de
hidrogénio (H202) através do decréscimo da absorbancia a 240 nm (e:
0,0436 mM-icm?). O ensaio foi realizado em microplaca UV-Star
(Greiner), utilizando, respectivamente, 2,5ul de amostra de BR ou 1,0 pl
de amostra de GD, e em seguida adicionado 250 pl do meio de reacao
contendo o tampdo catalase (TRIS 1M, EDTA 5 mM e pH 8,0), 95 ml de
agua ultrapura, 12 pL do detergente Triton e 108 pL de perdxido de
hidrogénio. As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 240
nm, por 60 s a 25 °C.

2.2.3.2 Glutationa-S-Transferase (GST)

A determinacéo da enzima GST foi realizada de acordo com o
ensaio descrito por Keen et al. (1976), baseado na formacao do conjugado
CDNB-GSH, realizado em uma leitura a 340 nm por 5 min (g: 9,6 mM"
emt). O ensaio foi realizado utilizando 2,5ul de amostra (para BR ou
GD) adicionado em seguida 100 pul o meio de reagdo contendo o tampéo
fosfato de potassio (0,1 M KPO4, pH 7,0) e GSH (glutationa reduzida).
As amostras foram incubadas por 5 min a 25 °C. Apdés o periodo, foi
adicionado 100 pl do meio de reacdo contendo tampdo fosfato (KPOa)
com adicdo de 10 mM de CDNB (0,000304 g diluido em 0,750 ml de
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etanol). As leituras foram feitas em comprimento de onda de 340nm,
totalizando 10 ciclos de 30 segundos, compreendendo o total de 5 min de
reacao.

2.2.3.3 Glutationa Redutase (GR)

A GR foi quantificada através da taxa de oxidacdo de NADPH para
reduzir o substrato glutationa oxidada (GSSG), pelo decréscimo na
absorbancia no comprimento da onda a 340 nm (Carlberg e Mannervik,
1985). Foram misturados 10 ul de amostra de sobrenadante de BR ou 5pll
de GD, com 90 pl de meio de reagéo contendo tampéo fosfato 0,1 M pH
7,0,EDTA 0,005 M, GSSG 2 mM, GSH 0,15 mM e NADPH 0,1 mM. As
leituras foram realizadas durante 3 minutos a 25°C (g: 6,22 mM1cm?).

2.2.3.4 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi determinada conforme Wendel (1981),
através do monitoramento da taxa de oxidacdo de NADPH a 340 nm,
decorrentes da reducdo do substrato hidroperdxido de cumeno (CuOOH).
Para este ensaio foram adicionados 20 pl de sobrenadante de BR ou GD
com 180 pl do meio de reagdo contendo tampdo fosfato de potéssio 0,1M,
(EDTA 0,005 M, pH 7,0, GR 0,2 U.mL!), GSH 0,1 M, NADPH 0,2 mM
e agua ultrapura, que foram incubadas por 5min a 30°C. Em seguida
foram adicionados 10 pl do segundo meio de reacdo contendo tampéo
fosfato de potassio 0,1 M e CuOOH 80% e a leitura foi realizada
imediatamente a 340 nm durante 3 min (&: 6,22 mMcm™).

2.2.3.5 Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase (G6PDH)

Para a deteccdo da atividade da G6PDH, foi utilizada a
metodologia descrita por Glock e Mclean (1953), onde a atividade foi
guantificada através do aumento de absorbancia a 340nm, decorrentes da
reducdo de NADP* a NADPH (s: 6,22 mM-tcmt). Foram misturados 5l
de sobrenadante de BR ou GD com 200pl do meio de reagdo composto
por tampéo Tris.HCL (0,1 M, pH 7,0, MgCl, 0,2 M, NADP* 0,2 mM), e
a reagdo foi monitorada durante 3 min a 25 °C.

2.2.3.6 Proteinas Totais

Para a quantificacdo de proteinas totais na fracdo sobrenadante de
cada amostra, foi utilizada a metodologia de Bradford (BRADFORD,
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1976). Esta quantificacdo é necessaria para a realizacéo dos célculos das
atividades especificas de todas as enzimas analisadas.

Este método, consiste na determinacdo de proteinas sollveis,
utilizando como padrdes o soro albumina bovina (BSA), realizada por
meio da comparacdo de uma curva padrdo. A solucdo utilizada de
Bradford 20% foi diluida utilizando 100 mL do reagente Bradford Bio-
Rad Dye Concentrate em 400 mL de agua ultrapura, filtrada antes do uso
(filtro Millipore) e acondicionado em banho Maria a 25°C durante todo o
periodo da quantificacéo.

As amostras foram diluidas em microplacas de fundo “U”, em 10x
para branquia e 20x para glandula digestiva, agitadas por 10 s no
espectrofluorimetro e mantidas em gelo constantemente. Em uma nova
microplaca, foram pipetados em duplicata 10 pl do BSA (0,1, 0,2,0,3,0,4
mg.mL1) e um branco (10 pl de tampdo de homogeneizagdo). Foram
misturados 10 ul de sobrenadante de BR ou 5 pl de sobrenadante de GD
das amostras ja diluidas, em 200 pl de solucdo Bradford 20% em cada
poco e as misturas foram incubadas por 5 min antes da leitura a 595 nm.

2.2.4 Calculo da Cinética Enzimatica
Para os calculos da cinética enzimatica, foram obtidas as médias

das absorbéancias por minuto de cada amostra e a sua atividade calculada
baseada a partir da formula:

(( Abs por %) xV. total)

([prot] x V.amostra)

Atividade =

Onde: Abs por min= A absorbancia da amostra;
€ = coeficiente de extin¢do molar;
V. total= volume final da reacéo;
V. amostra= volume de amostra;
[prot]= concentracdo de proteinas da amostra em mg.ml-2.,

2.2.5 Andlise Estatistica dos Dados

Todos os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados
como média (x desvio padrdo). Para identificar os valores outliers, foi
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aplicado o teste de Grubbs, a normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de Bartellet’s.
Quando necessario, os valores foram normalizados utilizando a
transformacéo logaritmica (Loglp). Os dados foram submetidos a uma
andlise de variancia de uma via (ANOVA one-way) para cada tempo de
exposicdo, complementado pelo pds-teste de Tukey para determinar as
diferencas estatisticas entre as médias, com a finalidade de comparacéo
entre 0 grupo controle e 0s grupos expostos aos farmacos. Para a
realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o software R, considerando
diferencas estatisticas para p<0,05. Os graficos foram confeccionados
utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Respostas enzimaticas das ostras expostas ao Tamoxifeno

A atividade das enzimas de defesa antioxidantes, de conjugagéo e
auxiliares analisadas em BR e GD de ostras expostas por 24 e 96 h ao
TAM (10 e 100 ng.L!) estdo representadas nas figuras 8 e 9,
respectivamente.

A BR das ostras expostas por 24 h ao TAM nas concentracGes de
10 e 100 ng.L?! apresentaram uma maior atividade da CAT,
respectivamente, de 1,9 e 1,7 vezes em relagdo ao controle (Figura 8). Um
resultado semelhante foi observado na GD destes animais, em que a
enzima CAT foi 1,6 e 1,4 vezes maior, respectivamente, nos animais
expostos a0 TAM nas concentragdes de 10 e 100 ng.L* por 24h (Figura
9). Também observados na GD a atividade da GPx foi 1,5 e 1,7 vezes
maiores nos animais expostos as mesmas concentracfes de TAM,
respectivamente. Neste mesmo tecido, a atividade da GR foi
significativamente maior nos animais expostos por 24h a menor
concentracdo de TAM.

Nas BR das ostras expostas ao TAM, a atividade das enzimas GST,
GPx, GR e G6PDH ndo diferiram estatisticamente entre 0s grupos,
independentemente dos periodos e concentracfes de exposi¢do. Também
ndo foram observadas alteracGes na atividade das enzimas GST e G6PDH
na GD dos animais tratados com TAM nas duas concentracGes e periodos
de exposicdo.
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Figura 8- Gréaficos mostrando a média (+ DP) da atividade das enzimas Catalase
(CAT), Glutationa-S-Transferase (GST), Glutationa Peroxidase (GPx),
Glutationa Redutase (GR), e Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) em BR
de C. gigas (n= 9) expostas ao Tamoxifeno (TAM) por 24 e 96 h: C (tratamento
controle), TAM 1 (10 ng.LY) e TAM 2 (100 ng.L%). Os dados foram submetidos
a ANOVA de uma via para cada periodo de exposicédo. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica entre os tratamentos em relagdo ao tratamento controle

(p<0,05).
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Figura 9- Graficos mostrando a média (+ DP) da atividade das enzimas Catalase
Glutationa Peroxidase (GPx),
Glutationa Redutase (GR), e Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) em GD
de C. gigas (n= 9) expostas ao Tamoxifeno (TAM) por 24 e 96 h: C (tratamento
controle), TAM 1 (10 ng.LY) e TAM 2 (100 ng.L%). Os dados foram submetidos
a ANOVA de uma via para cada periodo de exposicdo. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica entre os tratamentos em relagdo ao tratamento controle
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O aumento na atividade da CAT observado nas BR e GD, e a maior
atividade da GPx e GR na GD nas ostras expostas por 24h a TAM
evidenciam que as ostras apresentaram uma resposta de aumento, a curto
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prazo, nos sistemas de defesas antioxidantes enzimaticos. Tanto a CAT,
como a GPx normalmente apresentam uma alta atividade catalitica em
bivalves (ALMEIDA et al., 2007). O aumento da atividade destas
enzimas sugere uma maior necessidade de decompor os peroxidos, a fim
de proteger os organismos contra uma possivel situacdo de estresse
oxidativo (LIVINGSTONE et al., 1992). Estes resultados, evidenciam a
interacdo funcional da CAT com a GPx na glandula digestiva. A CAT e
GPx sdo enzimas presentes nas células eucaridticas, que atuam na
decomposicdo do perdxido de hidrogénio produzido em maior quantidade
durante a biotransformacdo. Fonseca e colaboradores (2018) também
observaram um aumento de 2 vezes na atividade da CAT em poliqueta
Nereis diversicolor expostos a quimioterapicos.

Inexistem estudos sobre os efeitos de TAM a nivel de transducéo
de sinal em bivalves, entretanto, trabalhos realizados em células HelLa
(células epiteliais de carcinoma cervical humano) mostraram que TAM
ativa c-jun N-terminal cinase (JNK-1) e cinases reguladas extracelulares
(ERK2) (DUH et al., 1997). Estas cinases sdo capazes de ativar fatores de
transcri¢cdo que modulam a transcri¢do de genes que codificam enzimas
de biotransformacéo e de defesa antioxidante (KEUM et al, 2003). Além
disso, Bekele e colaboradores, (2016) observaram que TAM induziu
estresse oxidativo em células cancerigenas mamarias causando um
aumento no fator-2 de transcricdo relacionado a eritroide nuclear 2 (Nrf2),
gue ativa o elemento de resposta antioxidante (ARE). Desta forma, pode-
se levantar a hipGtese de que exista um mecanismo similar de ativacdo
dos sistemas antioxidantes induzido por TAM em bivalves, o que
explicaria os resultados observados a curto prazo. No periodo maior de
exposicdo (96 h) estes efeitos ndo foram tdo evidentes, possivelmente
devido a capacidade de adaptacdo deste animal as condicGes pro-
oxidantes.

Os efeitos toxicos do TAM foram estudados em outros organismos
aquaticos, como rotiferos, crustaceos e peixes. Quando analisados em
peixes da espécie Oryzias latipes, Sun e colaboradores (2007),
observaram alteragcfes na capacidade reprodutiva, nos niveis de
vitelogenina, na histologia e no tamanho corporal. Em crustaceos, foi
observado uma inibic¢do naupliar (ANDERSEN et al., 2001).

Interessante observar que as respostas encontradas variaram de
acordo com o tecido analisado. A GD apresentou maior atividade das
enzimas CAT, GPx e GR e foi mais responsiva ao TAM. Isto se deve
possivelmente por ser um tecido com maior capacidade de bioacumulagéo
de substancias mais hidrofobicas, que é o caso deste antineoplasico.
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2.3.2 Respostas enzimaticas das ostras expostas ao Ibuprofeno

A atividade das enzimas de defesa antioxidantes, de conjugagéo e
auxiliares analisadas em BR e GD de ostras expostas por 24 e 96 h ao
IBU (10 e 100 pg.L?') estdo representadas nas figuras 10 e 11,
respectivamente.

A GD das ostras expostas a 100 pg.L* de IBU apresentaram uma
atividade da GPx significativamente maior em relacdo ao grupo controle,
sendo um aumento de 0,6 vezes, apds 24h e 0,8 vezes apds 96h de
exposicdo. Esta maior atividade possivelmente estava associada a um
aumento na producdo de H2O,. Por apresentarem isoformas citosolicas e
mitocondriais, a GPx seria uma alternativa eficiente para manter os baixos
niveis de H,O, na célula, uma vez que pouca quantidade de CAT ¢
encontrada nestes compartimentos celulares (GAGNE et al., 2005).

Parolini e colaboradores (2011) também observaram alteracdes na
atividade das enzimas GPx e GST, em mexilhdes-zebra (Dreissena
polymorpha) expostos a IBU (0,2, 2 e 8 ug.L™?). Estudo realizado por
Gonzalez-Rey e Bebianno (2011) verificaram alteracdes do equilibrio
oxidativo em branquias da espécie de mexilhdo Mytilus galloprovincialis
expostos ao IBU (250 ng.L?).

Para diminuir os niveis de H2O> nas células, os sistemas de defesas
antioxidantes sdo induzidos via Nrf2/ARE, que oferecem protecédo
antioxidante contra agentes toxicos (COVAS, 2011). Em invertebrados, a
ativagdo do gene da GPx envolve a interacdo do fator de transcrigdo Nrf2
com o elemento de resposta antioxidante (ARE) localizado na regido
promotora deste gene (DANIELLI, 2017). A ativacdo da Nrf2 é mediada
pela interagdo de um agente oxidante e a proteina KEAP1 (Kelch-like
ECH-associated protein 1), localizada preferencialmente no citosol, que
participa do complexo de proteinas auxiliares (DANIELLI, 2017). Em
condigdes basais o Nrf2, encontra-se no citoplasma, inativo pela sua
ancoragem a KEAP1. E possivel que a exposicdo ao IBU promova um
aumento de EROs e a KEAP1 seja dissociada da Nrf2. Neste caso, 0 Nrf2
poderia ativar a transcricio da GPx. A atividade em conjunto
Nrf2/KEAPL é considerada de grande importancia para o estado redox
intracelular, ativando a transcricdo de genes citoprotetores (DINKOVA-
KOSTOVA et al., 2010).

Outra hipétese para explicar 0 aumento na atividade da GPx
poderia estar relacionada a um possivel acimulo do acido araquiddnico
nas células, devido a inibigdo da via metabolica das ciclooxigenases,
promovendo o incremento na producdo de H»O, (SERRANO et al.,
2015). Em humanos a acéo anti-inflamatéria do Ibuprofeno baseia-se na
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capacidade de promover a inibicdo ndo seletiva das isoformas da
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), responsaveis por regular a biossintese
das prostaglandinas, a partir do acido araquiddnico (FENT et al., 2006).
Em bivalves, a atividade da COX &, também, responsavel pela formacdo
de prostaglandinas, que participam de diversos processos fisioldgicos
associados a reproducdo, transporte de agua, equilibrio idnico e defesa
quimica (DERIDOVICH; REUNOVA, 1992).

Para reforcar esta hipo6tese, a inibicdo da enzima COX foi
observada em mexilhdes de dgua doce Elliptio complanata injetados com
concentracBes crescentes de IBU, evidenciando a possibilidade dos
efeitos inibitdrios da COX em bivalves, induzida tanto nas branquias,
quanto na glandula digestiva (GAGNE et al., 2005).

Considerando que o farmaco IBU possui uma molécula de natureza
acida e carater lipofilico (log Kow=4), a auséncia de diferencas
significativas na atividade das enzimas antioxidantes, de conjugacéo e
auxiliares na glandula digestiva dos animais expostos pode estar
relacionada com a possivel ionizacdo do IBU em contato com a agua do
mar, tornando-se menos lipofilico, dificultando seu transporte através das
membranas celulares, diminuindo sua capacidade de bioconcentrar nos
tecidos das ostras (SERRANO et al., 2015). Pode-se sugerir que as
branquias tenham atuado como uma primeira barreira contra este
composto, diminuindo a entrada desta substancia para outros tecidos e
possivelmente diminuindo sua toxicidade ao organismo.
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Figura 10- Graficos mostrando a média (+ DP) da atividade das enzimas Catalase
(CAT), Glutationa-S-Transferase (GST), Glutationa Peroxidase (GPx),
Glutationa Redutase (GR), e Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) em BR
de C. gigas (n=9) expostas ao Ibuprofeno (IBU) por 24 e 96 h: C (tratamento
controle), IBU 1 (10 pg.L%) e IBU 2 (100 pg.L?). Os dados foram submetidos a
ANOVA de uma via para cada periodo de exposigdo. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica entre os tratamentos em relagdo ao tratamento controle
(p<0,05).
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Figura 11- Graficos mostrando a média (+ DP) da atividade das enzimas Catalase
(CAT), Glutationa-S-Transferase (GST), Glutationa Peroxidase (GPx),
Glutationa Redutase (GR), e Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) em GD
de C. gigas (n=9) expostas ao Ibuprofeno (IBU) por 24 e 96 h: C (tratamento
controle), IBU 1 (10 pg.L?) e IBU 2 (100 pg.L?t). Os dados foram submetidos a
ANOVA de uma via para cada periodo de exposi¢do. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica entre os tratamentos em relagdo ao tratamento controle
(p<0,05).
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2.3.3 Respostas enzimaticas das ostras expostas ao Mix
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A atividade das enzimas analisadas em BR e GD de ostras expostas
por 24 e 96 h as misturas (MIX), em diferentes concentracdes, estdo
representadas nas figuras 12 e 13, respectivamente.

Interessante observar que algumas respostas observadas nos
tecidos das ostras expostas aos compostos isolados ndo foram evidentes
guando TAM e IBU foram administrados simultaneamente. Foram
observadas alteracdo apenas na atividade da enzima GPx, analisada na
GD das ostras expostas por 96 h, a maior concentragdo (Mix 2- TAM 100
ng.L !+ IBU 100 pg.L?).

A maioria dos estudos analisa a toxicidade de um Unico composto,
entretanto, os farmacos estdo normalmente presentes nos ecossistemas
sob a forma de misturas complexas, em diferentes concentracGes e a
toxicidade dessas misturas é muito dificil de prever.

Estudos semelhantes realizados por Parolini e Binelli (2012),
mostraram um aumento na atividade das enzimas GPx e GST em bivalves
de agua doce Dreissena polymorpha expostos a paracetamol em uma
mistura com outros farmacos antiinflamatorios néo-esterdides
(diclofenaco de s6dio e ibuprofeno). Sibonga e colaboradores (1998),
mostraram que o IBU antagoniza a acdo seletiva do TAM, bloqueando
completamente os efeitos benéficos do farmaco e parcialmente dos efeitos
do 17b-estradiol. Estes resultados demonstram que o IBU antagoniza as
acOes dos estrogénios, ao qual sugerem que a via da ciclooxigenase €
importante para a cascata induzida por estrogénio. Todos estes trabalhos
evidenciam a importancia da realizacdo de estudos com misturas
complexas, principalmente que apresentem diferentes mecanismos de
toxicidade.
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Figura 12- Graficos mostrando a média (+ DP) da atividade das enzimas Catalase
(CAT), Glutationa-S-Transferase (GST), Glutationa Peroxidase (GPx),
Glutationa Redutase (GR), e Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) em BR
de C. gigas (n= 9) expostas as misturas (MIX) por 24 e 96 h: C (tratamento
controle), MIX 1- menor concentracdo (TAM 10 ng.L + IBU 10 pg.L?) e MIX
2- maior concentragdo (TAM 100 ng.L? + IBU 100 pg.LY). Os dados foram
submetidos a ANOVA de uma via para cada periodo de exposi¢do. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em relagcdo ao
tratamento controle (p<0,05).
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Figura 13- Graficos mostrando a média (+ DP) da atividade das enzimas Catalase
(CAT), Glutationa-S-Transferase (GST), Glutationa Peroxidase (GPx),
Glutationa Redutase (GR), e Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) em GD
de C. gigas (n= 9) expostas as misturas (MIX) por 24 e 96 h: C (tratamento
controle), MIX 1- menor concentracdo (TAM 10 ng.L + IBU 10 pg.L?) e MIX
2- maior concentragdo (TAM 100 ng.L? + IBU 100 pg.LY). Os dados foram
submetidos a ANOVA de uma via para cada periodo de exposi¢do. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica entre os tratamentos em relagdo ao
tratamento controle (p<0,05).
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2.4 CONCLUSOES

- TAM causou um aumento na atividade da CAT nasBR e GD, e
GPx e GR na GD nas ostras expostas por 24h a TAM indicando que, a
curto prazo, as ostras apresentaram uma resposta nos sistemas de defesas
antioxidantes enzimaticos, possivelmente decorrente de uma situagdo
pré-oxidante induzida pela exposicdo a este farmaco. Apo6s 96h de
exposicdo estes efeitos ndo foram evidentes.

- A brénquia das ostras expostas ao IBU apresentaram um aumento
na atividade da GPx ap6s 24 e 96h de exposicdo, indicando que este
farmaco tenha causado um aumento na produgdo de perdxidos
intracelulares. No entanto as demais enzimas antioxidantes, de
biotransformag&o e auxiliares ndo foram alteradas pelo tratamento com
este farmaco, corroborando estudos anteriores.

- Enquanto o TAM teve um efeito mais significativo a curto prazo
nas enzimas analisadas na GD, o IBU afetou mais a branquia nos dois
periodos. Esta resposta pode estar associada as propriedades quimicas
destes farmacos no meio marinho que podem afetar sua
biodisponibilidade aos organismos. Analise quimica dos tecidos deverdo
ser realizadas para confirmar esta hipétese.

- Os animais tratados com TAM e IBU apresentaram respostas
distintas dos animais tratados com os compostos isolados, evidenciando
a interagdo das drogas no metabolismo dos animais.

- Com base nos resultados obtidos ndo fica claro que tenha se
estabelecido um quadro de estresse oxidativo nas BR e nas GD dos
animais expostos a ambos farmacos.
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