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Sumario

Vivemos num mundo onde o consumo de farmacos € cada vez mais exacerbado para
propositos de salude humana e na medicina veterinaria, bem como na agricultura e
aquacultura. As propriedades intrinsecas inerentes aos farmacos, sobretudo a sua baixa
volatilidade e moderada hidrossolubilidade, tornam-se obstaculos a sua remoc¢éo pelas
estacdes de tratamento de aguas residuais, acabando 0s mesmos por se acumular no meio
aquatico. Alem disto, os farmacos sdo continuadamente introduzidos no ambiente
(pseudo-persistentes), sdo farmacologicamente potentes e, como agentes recalcitrantes,
conservam a sua atividade no meio aquatico, atuando em recetores evolutivamente
conservados de espécies ndo-alvo. O grupo de farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINEs) sdo dos mais prescritos a nivel mundial, e deste grupo destaca-se o diclofenac
(DCF), um farmaco usado como analgesico, anti-inflamatério e antipirético. O elevado
consumo deste Gltimo justifica o facto do mesmo ser encontrado com frequéncia no
compartimento aquatico. O DCF ¢ libertado no meio ambiente com elevada frequéncia,
podendo causar danos fisioldégicos em organismos selvagens, e também colocar em risco
o funcionamento equilibrado de cadeias tréficas. No presente trabalho foram analisados
os efeitos ecotoxicolégicos do DCF na espécie de poliqueta marinho Hediste diversicolor.
Individuos da referida espécie foram expostos ao DCF num ensaio semi-estatico do tipo
cronico (28 dias), em concentracdes ecologicamente relevantes (0,5, 1 e 2 pug/L). Foram
depois quantificados biomarcadores de defesa anti-oxidante — catalase (CAT); de
metabolismo de fase Il - glutationa S-transferases (GSTs); e de peroxidacao lipidica -
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Os resultados deste trabalho
demostram que o DCF néo influenciou a atividade da CAT em organismos expostos, no
entanto causou um aumento significativo na atividade das GSTs para as concentracfes de
1e 2 pg/L. Além disso a exposicdo ao DCF causou uma diminuicdo das TBARS em
organismos expostos a todas as concentracdes. Os resultados aqui obtidos sugerem que o
DCF induziu um cenario de stress oxidativo na espécie Hediste diversicolor, embora os

mecanismos de protecdo ativados tenham prevenido danos membranares.

Palavras-chave: AINE; Catalase (CAT); Glutationa S-Transferases (GST); Espécies
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)
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Abstract

Actually we live in a world where the use of pharmaceuticals for human health, veterinary
medicine, agriculture and aquaculture purposes is increasingly exacerbated. The inherent
properties of the pharmaceutical drugs, especially their volatility and solubility, become
a barrier to their removal by wastewater treatment plants, which makes them to end up in
aquatic environment. In addition, drugs are continuously thrown into the environment
(pseudo-persistent), are pharmacologically potent and maintain their activity in the
aquatic environment, since they are recalcitrant agents acting on evolutionarily conserved
receptors of non-target species. Non steroids anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are a
group of pharmaceuticals heavily prescribed worldwide, in which DCF stands out for its
analgesic, anti-inflammatory and antipyretic use. The high consumption of DCF justifies
the fact that it is frequently found in the aquatic environment, endangering non-target
species that live there and end up being in permanent contact with it throughout their
lifetime, causing them to cause physiological damage and jeopardizing trophic chains. In
the present work, the ecotoxicological effects of DCF in Hediste diversicolor marine
species were analyzed. The species were exposed to DCF in a semi-continuous and
chronic assay (28 days) with environmentally realistic DCF concentrations DCF (0.5, 1
and 2 pg/L). Stress oxidative biomarkers were analyzed - Catalase (CAT) e Glutathione
S-Transferase (GSTs) - as well as a lipid peroxidation biomarker - Thiobarbituric Acid
Reactive Species (TBARS). The results of this work show that DCF does not interfere in
CAT activity, but it has increased significantly de GSTs activity for concentrations of 1
and 2 ug/L. As for the TBARS, DCF decreased its activity in all concentrations tested.
Therefore, the hereby results suggest that DCF induced an oxidative stress scenario in
Hediste diversicolor species, but the protective mechanisms activated prevented

membrane damage.

Key Words: Ecotoxicoloy; NSAID; Catalase (CAT); Glutathione S-Transferases
(GSTys); Tiobarbituric Acid Reactive Species (TBARS);
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1. Introducéo
1.1 Presenca de farmacos no meio aquatico

O aumento acentuado do consumo de farmacos nos ultimos anos, tem levado a uma
crescente preocupacao da comunidade cientifica sobre os perigos para a satde humana e
ambiental (Corcoran et al., 2010, Pereira et al., 2016). Estas carateristicas diferem de
farmaco para farmaco e resultam necessariamente em diferentes perfis de exposicéo
ambiental (Pereira et al., 2016). De modo geral, os fA&rmacos estdo constantemente a ser
introduzidos no ambiente, fazendo com que 0os mesmos de mantenham neste meio por
longos periodos de tempo (Costa et al., 2008). Estes compostos apresentam elevada
lipofilia, o que lhes permite atravessar membranas bioldgicas e serem prontamente
absorvidos; apresentam também alguma resisténcia a biotransformagdo como meio de
prolongar o tempo de efeito terapéutico (Nunes, 2011). Estas carateristicas justificam a
persisténcia dos compostos farmacéuticos no meio ambiente, uma vez que 0s tornam
resistentes aos processos de eliminacdo pelas estacdes de tratamento de dguas residuais
(ETARS) (Nunes, 2011). Além das carateristicas mencionadas, os farmacos podem passar
por processos de biotransformacao, dos quais resultam metabolitos cuja toxicidade pode
diferir na molécula original, e tém ainda capacidade de intera¢cdo com outros farmacos e
metabolitos por sinergia, antagonismo ou efeito de adi¢do (Halling-Sgrensen et al., 1998,
Cleuvers, 2003).

Este tipo de poluicéo, e particularmente a polui¢cdo do meio aquético, passou a ser
mais reconhecida a partir dos anos 90, ap6s um desenvolvimento de técnicas quimicas
analiticas com limites de detecdo menores e que permitiram determinar que os residuos
farmacéuticos ndo sdo completamente eliminados durante os tratamentos (Daughton e
Ternes, 1999, Loffler et al., 2005, Santos et al., 2010). Hoje em dia podemos considerar
os farmacos como poluentes emergentes, pois estdo constantemente a ser lancados no
meio ambiente e ai permanecem por dias, meses ou anos, podendo afetar organismos que
estdo em permanente contacto consigo, e causar-lhes danos, mesmo quando presentes em

concentracgdes vestigiais (Maranho et al., 2015).

Os compostos farmacoldgicos séo criados com o propdsito maximizar 0 mecanismo

de acdo nos animais e humanos. No entanto, quando libertados no meio terrestre ou

1
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aquatico podem ter efeitos negativos nos sistemas metabélicos de organismos ndo-alvo,
que podem ter recetores andlogos nos quais esses farmacos atuam (Daughton e Ternes,
1999). Estes organismos ndo-alvo podem estar particularmente sujeitos aos efeitos dos
farmacos por ndo possuirem sistemas metabolicos, desintoxicantes e excretores ao
contrario dos organismos-alvo, como os humanos (Arnold et al., 2014). Os mesmos séo
ainda responsaveis por fenomenos de bioacumulacédo e efeitos tdxicos nos organismos
aquaticos, por serem lipofilicos, tal como outros xenobidticos (Santos et al., 2010,
Meredith-Williams et al., 2012).

Os farmacos atravessam as membranas celulares através de mecanismos de transporte
como difusdo simples, difusao facilitada, transporte ativo ou pinocitose, dependendo da
sua polaridade, sendo que farmacos ndo polares atravessam as membranas celulares
facilmente por difusdo passiva (Peck et al., 2008, Verma e Stellacci, 2010). Desta forma,
0s compostos farmacoldgicos conseguem chegar as células, tecidos ou érgéos para 0s
quais tém afinidade e atuam sobretudo em enzimas, recetores, canais e transportadores de
moléculas e apesar de serem desenhados para exercerem um efeito em seres humanos,
podem executar 0 mesmo efeito nas espécies aquaticas que apresentam recetores em
comum (Corcoran et al., 2010). No entanto, os efeitos causados nestas espécies nao-alvo
podem ser inesperados em relacdo aos efeitos farmacoldgicos que ocorrem em humanos,
até porque algumas espécies aquaticas apresentam uma capacidade menor para
metabolizar xenobioticos (Brausch et al., 2012). Um exemplo disso mesmo € o facto de
que, no meio ambiente, os fa&rmacos podem causar alteracdes do sistema microssomal
hepético, ou isoenzimas do sistema Citocromo P450, e consequentemente em todas as
vias enzimaticas mediadas pelo mesmo, resultando em toxicidade e efeitos a nivel

fisioldgico (Burkina et al., 2013).

Os farmacos sdo administrados, metabolizados e posteriormente excretados e, na
maioria dos casos, seguem, para redes de tratamento de aguas residuais, que sdo no
entanto muitas das vezes ineficazes (Lonappan et al., 2016), permitindo que 0s seus
residuos (substancia original ou metabolitos) sejam libertados nas aguas de superficie,
nas aguas subterraneas e/ou no solo (Li, 2014). Para além desta via, os farmacos podem
também chegar ao ambiente através dos efluentes provenientes das industrias

farmacéuticas, e pela eliminacdo de medicamentos fora de uso ou cujo prazo de validade
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expirou (Hester e Harrison, 2015). E de referir ainda que farmacos de uso veterinario s&o
libertados diretamente para o ambiente e podem também tornar-se contaminantes, quando
usados na aquacultura ou agropecuaria (Fent et al., 2006, Zhang et al., 2008). Farmacos
com maior hidrofilia podem chegar ao meio ambiente, nomeadamente a aguas
superficiais, através dos efluentes domeésticos, industriais e hospitalares, enquanto
farmacos com maior lipofilia apresentam risco de poluicdo para aguas mais profundas, e
estdo maioritariamente relacionados com a &rea agricola e excre¢des dos animais
(Beausse, 2004).

Quando libertados no ambiente, os farmacos podem encontrar-se na sua forma
original ou sob a forma de metabolitos, ativo ou ndo. No entanto, j& no meio ambiente, 0s
mesmos podem ainda ser degradados ou sofrer alteracbes ao serem completa ou
parcialmente transformados em moléculas parentais, por processos ndo bidticos, como
hidrolise e fotolise, e bidticos, nomeadamente a sua biotransformacdo por bactérias e
fungos constituintes da microflora da dgua (Kosjek et al., 2007, Kummerer, 2009, Santos
et al., 2010). Estas moléculas parentais podem apresentar uma maior estabilidade e maior
capacidade de bioacumulacdo que o composto original, podem apresentar também uma
maior toxicidade, e ainda adquirir novas carateristicas e propriedades farmacolégicas
(Zuccato et al., 2000, Kosjek et al., 2007, Kummerer, 2009).

Os farmacos em geral sdo encontrados em Varios compartimentos aquaticos, como
lagos, rios, estuarios, d&gua do mar e nos sedimentos aquaticos, e também na agua de
consumo e aguas subterraneas (Fent et al., 2006, Santos et al., 2010, Maranho et al.,
2014). A classe terapéutica dos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), por exemplo,
encontra-se no meio aquatico em concentrac6es que variam entre 0,01 ng/L e 2,4 ug/L e,
em sedimentos, as concentracBes encontradas variam de 0,1 ng/g a seco, até 840 ug/L, a
humido (Fabbri e Franzellitti, 2016). Embora estas concentragdes sejam, de modo geral,
baixas e subletais, ao longo do tempo podem afetar vertebrados e invertebrados que aqui
habitam (Santos et al., 2010).

Os farmacos mais encontrados no meio aquatico, enquanto poluentes, coincidem com
as classes de farmacos mais usados, sendo eles AINEs, antibioticos, redutores de

colesterol, hormonas sexuais e antidepressivos (Corcoran et al., 2010, Santos et al.,
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2010). Do grupo dos AINEs sdo encontrados com regularidade, em efluentes e aguas de
superficie, diclofenac, ibuprofeno, naproxeno, cetoprofeno e indometacina (Corcoran et
al., 2010, Brausch et al., 2012).

Antidiabéticos orais Antipsicéticos

Produtos veterindrios 3% 1%

p2- 3%

simpaticomiméticos
Agentes de 3%
contraste
Raio-X antiscidos
& 3%

Antineoplasicos
a%

Antihipertensores
4%

Antidepressivos
4%

Ansioliticos
4%

Fig. 1 - Percentagens das classes terapéuticas encontradas no meio ambiente. Dados recolhidos de 134
artigos no periodo de 1997 até 2009. Adaptado de Santos et al. (2010)

1.2 Diclofenac

O Diclofenac (DCF) (2-(2-((2.6-diclorofenil)amino)fenil)acetico) (Saraf, 2008) é um
AINE que foi introduzido no mercado em 1974, no Japéo (Skoutakis et al., 1988, Gan,
2010).
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Fig. 2 - Estrutura quimica do diclofenac. Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov. (Consultado em:
20/08/2018)

Este farmaco é muito prescrito em todo o mundo tendo em conta as suas propriedades
anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas, para além de tratar a dor cronica e aguda.
Esta disponivel nas formas oral, retal, intravenosa, transdérmica e topica (Gan, 2010). E
usado em situacOes de artrite reumatoide, osteoartrose, bursite, edema, alivio da dor e
ainda no tratamento de espondilite (Gaikwad, 2017). A nivel de medicina veterinaria, o
DCF esta indicado no tratamento de animais como um complemento em cirurgia de
cataratas, para tratamento de uveites e irites, para situacGes de dor e inflamacédo
relacionada com cirurgias da cornea e também no tratamento de queratite ulcerativa, caso

os corticosteroides estejam contraindicados (Ramsey, 2011).

Quimicamente, o DCF é um &cido fenilacético com pH de 4 (acido fraco) e tem um
coeficiente de particdo de 13,4, ou seja, é parcialmente sollvel tanto em meio hidréfilo
como hidrofobico. Quanto a sua estrutura molecular, este tem um grupo acido fenilacético
e um anel fenilo com dois atomos de carbono, o que Ihe confere uma capacidade de tor¢édo
maxima e permite que o mesmo se ligue ao substrato da enzima COX (Altman et al.,
2015).
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1.2.1 Mecanismo de ac¢ao

As cicloxigenases (COX) sdo enzimas responsaveis por mediar a sintese das
prostaglandinas (PGs) a partir do acido araquidonico. As PGs participam em Varios
processos fisiolégicos como a regulacdo da homeostase vascular, funcdo renal, entre
outras. Estas sdo também responsaveis pela ocorréncia de dor e estados febris,

acompanhados de processos inflamatorios (Saraf, 2008).

As COX existem em duas isoformas: COX-1 e COX-2. A COX-1 tem funcgéo
constitutiva e esta presente em varios tecidos, como a mucosa gastrica, intestinos e rins,
onde é responsavel pela producdo de PGs. As COX-1 ndo parecem, no entanto, estar
envolvidas nos processos inflamatorios (Saraf, 2008). Por outro lado, as COX-2 sdo
enzimas indutiveis que se encontram em niveis bastante baixos nos tecidos mas cuja
expressao aumenta significativamente quando ocorrem danos teciduais e na presenca de
mediadores pro-inflamatérios como macréfagos, fibroblastos e células do liquido
sinovial, e 0 aumento da sua expressdao promove um aumento na producdo de
prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos (Simon, 2001, Saraf, 2008, Gan, 2010). Esta
isoenzima é ainda expressa a nivel constitutivo nos 0ssos, cérebro, rins e no sistema

reprodutivo feminino (Simon, 2001, Tarr e Reuter, 2015)

O principal mecanismo de a¢do do DCF, e o mais conhecido, é a inibigdo das
cicloxigenases (COX-1 e COX-2). Sem este mediador o acido araquidénico ndo €
transformado em PGs, o que se traduz na funcdo anti-inflamatoria, antipirética e
analgésica inerente ao farmaco (Saraf, 2008). No entanto, o diclofenac difere dos outros
AINE por ter maior afinidade para a COX-2 do que para a COX-1 que os demais
existentes (Gan, 2010, Altman et al., 2015). Uma inibicdo mais seletiva da COX-2 traz
vantagens na medida que ha interferéncia na producdo de PGs especificamente
envolvidas na inflamacéo, enquanto a producgéo das PGs via COX-1, responsaveis por um
funcionamento normal dos tecidos, € menos afetada (Saraf, 2008). Mais ainda, uma
inibicdo especifica das COX-2 atua na dor e inflamacdo, sem que ocorram os efeitos
adversos respetivos a uma atuacéo a nivel da COX-1 (carateristicas de um AINE comum,
que atua nas duas vias) como toxicidade a nivel do trato gastrointestinal superior e rins

(Simon, 2001). No entanto, por outro lado, sendo as COX-2 as responsaveis pela
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producéo de prostaciclinas (PGI2), envolvidas no metabolismo do &cido araquiddnico nas
células endoteliais vasculares, a sua inibicdo pode resultar em hipertensdo e tromboses
(Altman et al., 2015).

1.2.2. Farmacocinética e farmacodinamica

O DCEF softre, entdo, extensa metabolizacdo hepatica pelo Citocromo P450 (Davies e
Anderson, 1997). Da fase I, de hidroxilagéo, resultam os seus metabolitos: 3’-hidroxi-
diclofenac, 4’-hidroxi-diclofenac, 3’-hidroxi-4’-metoxi-diclofenac e 4’,5-dihidroxi-
diclofenac (Davies e Anderson, 1997). O metabolito mais abundante, 4’-
hidroxidiclofenac, tem uma fraca atividade anti-inflamatdria e analgésica quando
comparada com o original (Todd e Sorkin, 1988), contudo a sua atividade bioldgica é
significativa, sobretudo porque representa cerca de 30-40% do total de produtos
resultantes da biotransformacdo (Skoutakis et al., 1988). No metabolismo de fase Il
ocorre a conjugacgdo dos produtos com acido glucorénico e/ou sulfato (Brogden et al.,
1980). A eliminacdo do farmaco é proporcionada pela metabolizacdo e consequente
excrecdo dos conjugados glucoronicos e sulfatados (Todd e Sorkin, 1988). A excrec¢éo do
farmaco e dos seus metabolitos ocorre pela via renal, biliar e nas fezes, sendo que a
principal via é a renal, em que os conjugados sdo eliminados na urina (Davies e Anderson,
1997).

Os peixes metabolizam o DCF por uma via semelhante a humana, uma vez que, em
peixes, ha evidéncia da existéncia de um sistema citocromo P450, nomeadamente o
CYP1A1, que € uma enzima de biotransformacédo induzida aquando poluicdo ambiental
(Goksgyr e Forlin, 1992). Também ha evidéncia de atividade enziméatica P450 em
invertebrados aquéaticos, nomeadamente em artrépodes (crustaceos), anelideos

(poliquetas), cnidarios, moluscos, poriferos, platelmintos e equinodermos (Snyder, 2000).

Quanto aos efeitos tdxicos no ambiente, 0 DCF comecgou por chamar a atencdo da
comunidade cientifica enquanto poluente ambiental quando ha cerca de 15 anos atras
numa populagdo de abutres mostrou efeitos deletérios sobre mesma, provocando falha
renal fulminante e gota visceral, resultando na diminuicao do efetivo populacional (Oaks
et al., 2004). A partir dai surgiram outros estudos a nivel aquatico para avaliar o risco

neste ecossistema (Cleuvers, 2004, Gros et al., 2010, Schwarz et al., 2017).
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1.2.4 Diclofenac enquanto poluente em compartimentos aquaticos

Um estudo conduzido pela Intercontinental Marketing Services (IMS) estimou que o
consumo anual de DCF ronda as 940 toneladas a nivel global (Zhang et al., 2008). Sendo
um farmaco de elevado consumo é necessario estudar o seu destino, identificando-o como
poluente e percebendo quais os danos colaterais no meio ambiente provenientes desta
mesma contaminacdo. Este € j& considerado um dos farmacos que mais frequentemente
se encontra em meio aquético (Schwaiger et al., 2004), tendo sido encontrado o DCF na
sua forma original, mas também como metabolito nomeadamente como 3'-OH-DCF ¢ 4'-
OH-DCF, resultantes da metabolizagdo humana (Vieno e Sillanpa4, 2014), e radicais
hidroxilo, resultantes da sua fot6lise (Schmitt-Jansen et al., 2007).

A sua presenca no meio aquatico ndo é causada apenas pelo seu elevado consumo
mas também pelo facto de que este ndo é assimilado por completo nos humanos, e ainda
pelo facto dos tratamentos nas ETAR se revelarem ineficientes (Acufia et al., 2015). O
DCF é muito usado para aplicacdo na pele, no entanto estima-se que apenas que apenas
5 a 10% seja efetivamente absorvido por esta via, sendo os restantes 90 a 95% eliminados
diretamente na 4gua quando as pessoas lavam a zona em tratamento (Letzel et al., 2009).
Este dado é importante porque se estima que os principais residuos nas aguas municipais
provenham exatamente desta via de tratamento (Heberer e Feldmann, 2005). Importante
sera também referir que varios estudos estimam que a remoc¢do do DCF nas estacOes de
tratamento de dgua ronda valores de 0% (Soulet et al., 2002, Strenn et al., 2004, Tauxe-
Wouersch et al., 2005), e outros relatam valores de remog&o parciais entre 20-75% (Gémez
et al., 2007, Joss et al., 2005, Stumpf et al., 1999). Por um lado considera-se 0 DCF um
poluente ndo persistente, por sofrer fotdlise rapidamente e assim ndo permanecer muito
tempo na dgua e dar origem a outros compostos no ambiente (Bartels e Tumpling, 2007,
Leeetal., 2011). No entanto a sua constante libertagdo para o meio aquatico faz com que
0 mesmo seja na realidade considerado um poluente “pseudo-persistente”, ao qual as
espécies no meio aquatico permanecem em contacto por longos periodos de tempo
(Ferrari et al., 2003, Ort et al., 2009, Acufia et al., 2015).
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No meio aquatico, estudos apontam para que o DFC se encontra a uma concentracéo
de 0,81 pg/L em efluentes de estacdes de tratamento de aguas (Ternes, 1998, Schwaiger
et al., 2004), podendo chegar a valores que rondam os 2 pg/L em efluentes de estagdes
de tratamento de &guas e em aguas de superficie (Schwaiger et al., 2004, Guiloski et al.,
2015), o que, embora ndo sejam concentracdes elevadas, podem, a longo prazo, causar
danos biologicos nos seres vivos em contacto com este poluente (Corcoran et al., 2010).
O DCF foi encontrado em rios, lencdis freaticos, efluentes hospitalares e &gua de consumo
(Buser et al., 1998, Ollers et al., 2001, Kim et al., 2007, Stilten et al., 2008, Letzel et al.,
2009, Metcalfe et al., 2009, Santos et al., 2010).

O DCF parece causar interferéncias a nivel endécrino e reprodutivo (Hong et al.,
2007, Lee et al., 2011, Guiloski et al., 2015), toxicidade a nivel celular (Triebskorn et al.,
2004, Parolini et al., 2011) e indug&o de stress oxidativo (Quinn et al., 2011, Guiloski et
al., 2017).

1.3 Uso de biomarcadores

1.3.1Conceitos

O uso de biomarcadores permite-nos detetar alteracGes nas respostas bioldgicas de
um individuo relacionadas com a exposicéao subletal a compostos toxicos. Sdo avaliaces
em biomoléculas, sistemas enzimaticos, células ou tecidos de organismos expostos a um
poluente e que nos levam a detetar desvios em relacdo ao que € considerado normal (Oost
et al., 2003, Hyne e Maher, 2003, Jesus e Carvalho, 2008). O uso de biomarcadores tem
particular interesse por permitir ainda verificar atempadamente os efeitos de determinado
poluente, de forma a que possam ser tomadas medidas mitigadoras, sem que se tenha de
esperar longos periodos de tempo até que se verifiguem os danos causados, que serdo

nessa altura irreversiveis (Oost et al., 2003).

Os estudos que utilizam biomarcadores podem ser feitos recorrendo a ensaios em
laboratorio, o que facilita o estabelecimento de relagcdes causa-efeito ou dose-efeito,
muito Uteis em diagndsticos clinicos (Amorim, 2003, Hyne e Maher, 2003), mas também
a ensaios in situ que avaliam os processos dindmicos ocorridos em ambiente aquético e
tendem a ser mais realistas (Magalhdes e Filho, 2008). Podem também ser feitos estudos

de biomonitorizagdo, recorrendo a organismos mantidos em campo, para prever a
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existéncia de substdncias toxicas na agua, avaliando parametros fisioldgicos ou

comportamentais (Magalhdes e Filho, 2008).

“Biomarcador” pode ser definido como uma ferramenta que possibilita a medicao da

exposicao a um agente téxico, a amplitude da resposta a0 mesmo e permitem também

prever uma possivel resposta decorrente deste tipo de exposi¢do. Permitem, portanto,

detetar riscos para a saude decorrentes da exposicdo a um xenobiotico (Timbrell, 1998).

Os biomarcadores podem ser subdivididos em 3 subcategorias (WHO, 1993, Amorim,

2003), nomeadamente:

a)

b)

Biomarcadores de exposicdo: O bioindicador usado da-nos indicacdo acerca da
dose de poluente absorvido (face a dose externa presente no meio ambiente) ao
quantificarmos o poluente em questdo ou seus metabolitos e/ou derivados em
celulas, tecidos, fluidos bioldgicos, entre outros. Estes permitem verificar e avaliar
a exposicdo de individuos a determinado poluente e estabelecer, assim, uma
relacdo entre a exposicdo externa e a quantificacdo do mesmo a nivel interno.
Biomarcadores de efeito: Trata-se da avaliacdo quantitativa de um pardmetro
biol6gico no organismo resultante da interagdo da substancia a ser avaliada com
recetores bioldgicos. Os biomarcadores eleitos sao os envolvidos em mecanismos
de toxicidade e sdo usados em componentes de identificacdo de perigos, bem
como da avaliacdo dose-resposta quando se pretende avaliar o risco.
Biomarcadores de suscetibilidade: cada individuo apresenta suscetibilidade
variavel a diferentes substancias, o que esté relacionado com fatores genéticos ou
adquiridos. Este tipo de biomarcador indica a capacidade de um organismo

responder a exposi¢do a um agente toxico.

No entanto, esta divisdo pode ser vista como demasiado simplificada, uma vez que

existem biomarcadores que se encaixem em mais do que uma classificacdo e outros que

ndo encaixem em nenhuma. Assim sendo existem autores que sugerem um modo

diferente para qualificar os biomarcadores, de acordo com a sua funcdo fisioldgica ou

funcional, originando varias subdivisdes mais especificas (Peakall, 1992, Oost et al.,

2003).

Os biomarcadores usados com maior frequéncia sdo: a) enzimas de

biotransformacéo; b) pardmetros de stress oxidativo; c) produtos de biotransformacao; d)

10
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proteinas de stress, metalotioneinas e de resisténcia a multixenobioticos; e) parametros
hematoldgicos; f) parametros imunologicos; g) parametros reprodutivos e endocrinos; h)
pardmetros neuromusculares; i) parametros genotdxicos; j) pardmetros fisioldgicos e

morfoldgicos; e k) alteragdes comportamentais (Oost et al., 2003).
1.3.2 Biomarcadores de stress oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) englobam o conjunto de radicais livres
provenientes do metabolismo do oxigénio molecular, de entre 0s quais se encontram o
anido superoxido (O2), radical hidroxilo (HO), e s&o ainda usados como termo para outras
como o peroxido de hidrogénio (H202) que ndo sendo radicais, sdo igualmente altamente
reativos (Aruoma, 1998, Turrens, 2003, Ray et al., 2012).

Os danos provocados pela producdo de ERO nas células sdo prevenidos pelos
sistemas antioxidantes presentes no organismo (Turrens, 2003). No entanto quando a
formagdo de ERO se sobrepbe as defesas antioxidantes ocorre o chamado stress
oxidativo, que se reflete em problemas no sistema de desintoxicagédo e,
consequentemente, na protecdo das células (Wiegand et al., 2000, Turrens, 2003, Ray et
al., 2012), podendo inclusive levar a morte celular (Ott et al., 2007). Este processo pode
dever-se a questdes enddgenas, nomeadamente aos compostos produzidos na respiracdo
celular, ou a questdes exdgenas, quando ha, por exemplo, contacto com xenobi6ticos
(Giulio et al., 1989, Turrens, 2003, Ray et al., 2012). As diversas classes de xenobioticos
sdo, de facto, uma grande fonte de producao de radicais de oxigénio, por serem facilmente
reduzidos aos seus radicais quando sujeitos ao ciclo redox (Giulio et al., 1989). No ciclo
redox, 0 xenobiotico é reduzido a um composto intermediario reativo, pelas isoenzimas
do citocromo P450, que perde facilmente um eletrdo para o oxigénio molecular, dando
origem ao radical superdxido e outras ERO. Os compostos que se formam podem ser,
entdo, novamente submetidos a um ciclo redox (Winston e Giulio, 1991). Quando a
producdo de ERO, proveniente do metabolismo dos xenobioticos, se sobrepde a
capacidade de protecdo oferecida pelos compostos antioxidantes, ocorrem danos
oxidativos, mais precisamente danos em macromoléculas e células, ou seja, em lipidos,

proteinas e DNA que podem originar proliferacdo celular e, consequentemente, formagéo
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de tumores, desencadeamento de processos inflamatorios e aceleracdo do processo de
envelhecimento (Giulio et al., 1989, Schieber e Chandel, 2014).

Os sistemas de defesa que 0s organismos possuem contra estas ERO, como defesas
antioxidantes, ndo permitem que a concentragdo das mesmas aumentem muito, exercendo

assim funcdo de protecdo celular (Yang et al., 2012).

Estes tipos de defesa podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos. Antioxidantes nao
enziméticos incluem compostos como &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), glutationa reduzida (GSH) e B-Caroteno (L6pez-Torres et al., 1993, Birben
et al., 2012), enquanto dos antioxidantes enzimaticos incluem a Superoxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Peroxidase (Px) e Glutationa Redutase (GRed) (Huggett et al.,
1992, Birben et al., 2012).

1.3.2.1 Catalase

A Catalase (CAT) é uma enzima citoplasmatica com funcdo de defesa antioxidante
primaria, e, portanto, protetora que se baseia na sua capacidade de transformar peréxidos
e superdxidos em espécies ndo toxicas (Wheeler et al., 1990, Winston et al., 1990).

Esta enzima tem duas funcbes, nomeadamente funcdo catalitica, que se traduz na
decomposigédo do peroxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio molecular
(O.), dependente de NADPH, sendo esta a que ocorre em meio fisiolégico durante o
metabolismo basal ou ap6s contato com um poluente; e funcdo peroxidativa, em que
ocorre oxidacao de compostos hidrogenados (metanol, etanol, etc) (Aebi, 1984, Wheeler
et al., 1990, Winston et al., 1990). Ambas as rea¢fes tém em comum a formacéo de um

composto intermediario (Aebi, 1984).

A CAT encontra-se nos organismos que se desenvolvem na presenca de oxigénio,
normalmente dentro de estruturas subcelulares, como nos peroxisomas das celulas do
figado e rins, isto porque é aqui que se encontram muitas das enzimas que originam H.O>

tais como glicolato oxidase ou flavoproteinas desidrogenase (Khessiba et al., 2005).
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1.3.2.2 GSTs

As glutationa-s-transferases (GSTs) englobam um conjunto de isoenzimas de fase I,
envolvidas da desintoxicagdo e excre¢cdo tanto de substancias enddcrinas como de
xenobioticos (Wilce e Parker, 1994, Trute et al.,, 2007), incluindo compostos
farmacologicamente ativos (Habig et al., 1974), sendo que algumas delas atuam tém
funcdo antioxidante através da inativacdo de metabolitos secundarios, como aldeidos
insaturados, epdxidos e hidroperoxidos (Trute et al., 2007, Birben et al., 2012). Estas
isoenzimas sdo também responséaveis pelo transporte intracelular de determinados

componentes como bilirrubina ou componentes do grupo heme (Tew e Ronai, 1999).

As GSTs estdo maioritariamente presentes no figado e tém um papel importante no
combate ao stress oxidativo e danos associados, uma vez que catalisam a conjugacao de
compostos eletrofilicos com a glutationa reduzida (GSH) (Halliwell e Gutteridge, 2015).
Os compostos conjugados de glutationa vdo apresentar maior solubilidade em &gua e,
como tal, vao ser mais facilmente excretados na urina (Wilce e Parker, 1994, Halliwell e
Gutteridge, 2015). Esta conjugacdo com a GSH é, normalmente o primeiro passo na
eliminacdo de um xenobidtico, no entanto os produtos resultantes podem ser também

prejudiciais e causar dano renal (Halliwell e Gutteridge, 2015).
1.3.3 Peroxidacao Lipidica
1.3.3.1 TBARS

O oxigénio exerce efeitos toxicos sobre elementos celulares, sobretudo nos acidos
gordos polinsaturados, que se encontram nas membranas celulares e lipoproteinas (Lima
e Abdalla, 2001). O processo de oxidacao é mediado pelos radicais livres, nomeadamente
espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio e é designado de
peroxidacdo lipidica (LPO) (Lima e Abdalla, 2001). Este processo acarreta consequéncias
ao nivel da membrana celular, diminuindo a sua fluidez e potencial de membrana e
aumentando a sua permeabilidade, podendo até causar a sua rutura. Para além disto € de
salientar que os produtos daqui provenientes podem apresentar citotoxicidade. Assim
sendo, 0s biomarcadores de LPO tém muita importancia pois, um aumento da mesma €

um sinal de alerta para doencas ou tecidos sujeitos a stress oxidativo (Gutteridge, 1995).
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A LPO ocorre em 3 etapas, nomeadamente iniciacdo, propagacao e término (Fig. 3).
Inicialmente é formado um radical alquilo resultante do ataque de uma espécie reativa
aos acidos gordos polinsaturados, que Ihes retira um 4tomo de hidrogénio de um grupo
metileno. Em meio aerébico o grupo alquilo (radical lipidico com carbono no centro) liga-
se a uma molécula de oxigénio e transforma-se num radical peroxilo. Os radicais peroxilo
tanto se podem combinar entre si como atacar membranas proteicas, mas sdo também
capazes de remover hidrogénio de outras cadeias de acidos gordos polinsaturados dando,
assim, origem a propagacdo do processo de LPO (Halliwell e Chirico, 1993, Lima e
Abdalla, 2001).

Iniciagdo Ha0 &
/ + OH 4
H .
Lipido insaturado Radical lipidico
Propagacio
R R R
02
4 — ¢ ¢
- H 00
Radical lipidico Radical peroxil lipidico
Terminagdo
R R
—
4 4

od

Perdxido lipidico

Fig. 3 - Processo de peroxidagdo lipidica. Adaptado de Sachdeva et al. (2014)

O radical peroxilo reage depois com o atomo de hidrogénio que removeu dando
origem a um hidroperoxido lipidico. Este ultimo pode ainda reagir com metais de
transicdo, como Ferro (Fe) e Cobre (Cu), ou quelatos desses metais, dando origem a
radicais lipidicos (Halliwell e Chirico, 1993, Lima e Abdalla, 2001). Numa fase final os
radicais formados reagem entre si e sdo, desta forma, neutralizados (Lima e Abdalla,
2001).

Do processo referido resultam hidroperoxidos lipidicos e aldeidos. Estes ultimos séo

também bastaste reativos e podem amplificar os eventos causados pelos radicais livres
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(Catalad, 2006). Os aldeidos mais estudados, sdo 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) e
malondialdeido (MDA), sendo este ultimo o mais abundante produto da LPO (Catala,
2006).

O MDA ataca residuos de aminoacidos, especialmente da lisina, a pH baixo, e ataca
também as cabecas amina de fosfolipidos, como fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina
(Uchida, 1999, Halliwell e Gutteridge, 2015). O MDA pode ainda reagir com bases de
DNA, especialmente a guanina, e com agentes nucledfilos, produzindo compostos
fluorescentes no espetro visivel (Lima e Abdalla, 2001, Halliwell e Gutteridge, 2015).

A quantificacdo de MDA é dos métodos mais usados para avaliar a existéncia de
peroxidacdo lipidica, este método é designado por Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico (TBARS) e € consequéncia da capacidade que o MDA tem para reagir com
0 &cido tiobarbitdrico (TBA) (Lima e Abdalla, 2001) (Fig. 4).

9 —2=0o
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Fig. 4 - Reacdo entre MDA e TBA. Adaptado de Grotto et al. (2009)

2  Objetivos

O objetivo deste trabalho foi determinar experimentalmente os efeitos
ecotoxicoldgicos resultantes da exposic¢do cronica (28 dias) da espécie de poliqueta
marinha e estuarina Hediste diversicolor a concentracdes de diclofenac j& encontradas
no seu meio ambiente (0,5 pug/L, 1 pg/L e 2 ug/L), recorrendo a biomarcadores de
stress oxidativo (CAT e GSTSs) e peroxidacéo lipidica (TBARS).
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3 Material e métodos
3.2 Organismo de estudo: Hediste diversicolor

Hediste diversicolor (O. F. Muller, 1776) pertence & familia Nereididae, da ordem
Phyllodocida (Scaps, 2002).

Esta espécie de poliqueta esta presente em aguas salgadas e salobras, na Europa e na
costa norte americana do Atléantico, e habita normalmente em zonas de lamas arenosas,
mas também em cascalho, argilas e relva (Scaps, 2002). Sdo organismos omnivoros,
alimentando-se tanto de matéria de origem vegetal como animal, presentes a superficie
dos sedimentos (Fish e Fish, 1989). Entre as suas carateristicas destacam-se a sua
resisténcia a variacdes de temperatura e de salinidade, bem como a ambientes anaerdbios
(Scaps, 2002). Embora as suas larvas possam ser transportadas a longas distancias, 0s
adultos sdo relativamente imoveis e, como tal, sdo expostos de forma cronica a qualquer

composto e/ou poluente no seu ambiente (Dean, 2008).

Esta é considerada, portanto, uma espécie-chave no funcionamento dos ecossistemas
estuarinos, pelo que tem sido usada em varios estudos pelas inerentes caracteristicas
biolbgicas e ecoldgicas (Moreira et al., 2006, Bouraoui et al., 2009, Buffet et al., 2011).
Entre estas, destacam-se a sua resisténcia a polui¢do aquatica, o facto de estarem presentes
em zonas aquaticas muito eutrofizadas, como sejam estuarios ricos em zinco e cobre, que
fazem de si bons representantes da fauna bentonica (Gillet et al., 2008, Obolewski et al.,
2009). Tém também grande importancia ecolégica porque servem de alimento a peixes e
aves, desta forma, podem transferir os compostos poluentes para os niveis troficos
superiores (Kalman et al., 2009, Obolewski et al., 2009, Aberson et al., 2016).

Este invertebrado permite-nos obter informacéo acerca da qualidade dos sedimentos
por estar em constante contacto com 0s mesmos, bem como 0s seus possiveis
contaminantes, e para além de serem muito numerosos, séo faceis de capturar e manter
em laboratorio (Maranho et al., 2015). Esta espécie de poliqueta é considerada uma
excelente espécie para ensaios de toxicidade por estar bem estudado relativamente as suas
carateristicas biologicas e ecoldgicas, fazendo com que os resultados sejam mais faceis

de interpretar, é tolerante a um largo gradiente de concentracdo de salinidade e de
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temperatura, além de que esta disponivel comercialmente por ser frequentemente usado
como isca para pesca (Catalano et al., 2012). Tendo em conta todas estas vantagens, a
espécie Hediste diversicolor tem sido usada em varios estudos de ecotoxicologia (Durou
et al., 2007, Lewis e Galloway, 2008, Solé et al., 2009, Kalman et al., 2010).

3.2.4 Coleta, quarentena e exposi¢do da espécie Hediste diversicolor ao

diclofenac

Os individuos da espécie Hediste diversicolor foram recolhidos & méo, com ajuda de
um gadanho, com maré vaza, no estuario de Rio Douro, na Reserva Natural do Estuario
do Douro (Baia de Sdo Paio, 41° 0822"N, 8° 39" 38"W), Vila Nova de Gaia. Os
individuos foram capturados no periodo de janeiro a abril de 2017.

De seguida os individuos foram transportados até ao laboratorio, em baldes. Ja no
laboratdrio, os mesmos foram colocados em caixas com sedimento (200 individuos/m?),
agua do mar com salinidade de 21 e arejamento continuo. O sedimento usado proveio do
estuario onde os individuos foram colhidos, tendo sido lavado com &gua destilada e seco,
antes de ser usado.

Os individuos foram mantidos em quarentena durante uma semana. Durante este

periodo os mesmos foram alimentados com ragdo para peixe ActivPet® a cada 48h.

O ensaio com os exemplares de Hediste diversicolor decorreu durante 28 dias. Foram
usados 60 individuos no total, divididos em 4 grupos. Cada grupo, com 15 individuos, foi
distribuido por 3 garrafdes, com 5 individuos cada, perfazendo um total de 12 garrafdes.
A exposicdo dos animais foi feita em garrafdes de 5L, previamente lavados com agua
destilada e secos. Em cada garraféo foi colocado 1L de sedimento, também previamente
lavado com &gua destilada e seco, e 2L de dgua do mar, ajustando-se a salinidade para
21. O ensaio decorreu ao abrigo da luz pois o DFC é fotodegradavel (Bartels e Tumpling,
2007). A cada 48h foi feita a renovacdo de 80% do meio, bem como a alimentacdo dos

animais, com ragdo para peixes ActivPet®.

Os 4 grupos referidos anteriormente foram o0s seguintes: controlo (animais
expostos sem adi¢do de DFC); concentracdo baixa (exposicdo a 0,5 pg/L); concentragéo

média (1 pg/L); concentragdo alta (2 pg/L). Estas concentragoes, 0,5 pg/L, 1 pg/L e 2
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pg/L, foram escolhidas com base em estudos préevios e simulando as concentra¢@es que
normalmente se encontram no compartimento aquatico e que atingem um maximo de
cerca de 2 pg/L, em efluentes (Santos et al., 2010, Schwaiger et al., 2004, Guiloski et al.,
2015).

Durante o ensaio foram medidos os parametros fisico-quimicos da agua com recurso
a uma sonda multiparamétrica portatil (YSI, 556MPS). Os parametros medidos foram os
seguintes: concentracdo de oxigénio (9,9+0,3 mg/L); pH (8,4+0,1); temperatura
(15,2£0,1°C).

Terminado o tempo de exposicdo, procedeu-se o sacrificio dos animais, para tal
recorreu-se a um bisturi, sobre tampéao fosfato gelado, para cortar o animal em duas
porcBes, uma que contem a cabeca e a outra contendo o resto do corpo. Esta Gltima foi a
porcdo selecionada para o estudo e foi acondicionada em microtubos de Eppendorf,
devidamente rotulados. Estes foram imediatamente colocados em azoto liquido (-196°C)

e posteriormente armazenadas huma arca (-80°C).

3.3 Quantificacao dos biomarcadores

3.3.1 Preparacao das amostras

As amostras foram descongeladas lentamente, sobre gelo, e a preparacdo das mesmas
passou pela sua homegeneizacdo mecanica, a frio, com tampdo fosfato 50 mM, a pH 7,0
com 0,1% de Triton X-100. Em seguida efetuou-se a centrifugacdo do homegeneizado a
15.000g, por 10 minutos, a 4°C de temperatura. Os sobrenadantes foram recuperados de
modo a serem quantificados os biomarcadores pretendidos.

3.3.2 Quantificagcao da atividade da enzima catalase

A atividade da enzima CAT foi determinada a partir do método de Aebi (1984). Este
método consiste na monotorizagdo da decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H205)
no comprimento de onda de 240 nm, num espectrofotometro leitor de microplacas
(Labsystem Multiskan Ex).
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A atividade da enzima foi obtida pela diferenca da absorvancia por unidade de tempo.
As atividades foram expressas em mmol de H>O> consumido por minuto por mg de

proteina
3.3.3 Quantificacao da atividade das isoenzimas GSTs

A determinagdo da atividade das isoenzimas GSTs foi feita a partir do método Habig
et al. (1974). As GSTs catalizam a conjugacdo do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), o que resulta na formacao de um tioéter, que
origina um aumento da absorvéncia. A leitura da absorvéancia é feita a A=340 nm, num
leitor de microplacas (Labsystem Multiskan Ex). Os resultados foram expressos em

mmoles de tioéter produzido por minuto por mg de proteina.

3.3.4 Quantificagcdao TBARS

O grau de LPO foi medido através da quantificacdo de TBARS, pelo método descrito
por Buege and Aust (1978). Quando se da a degradacdo inicial dos produtos das
membranas lipidicas, pelo ataque das ERO, ha formacdo de MDA. Estes Gltimos véao
reagir com o TBA e as concentragdes TBARS resultantes sdo expressas como
equivalentes aos MDA. Este composto corado formado é suscetivel de detecdo do espetro

visivel, a A=535 nm .
3.3.5 Quantificagcdo da proteina total

A quantificacdo de proteina foi feita pelo método de Bradford (1976). Este baseia-se
na ligacdo do corante Coomassie brilliant blue G-250, presente no reagente de Bradford,
a proteina total presente na amostra, originando um composto corado estavel, passivel de

ser lido espetrofotometricamente e quantificado a A=595 nm.

Para esta quantificacdo foi ainda feita uma curva de calibracdo baseada nas
absorvéncias correspondentes a concentragdes conhecidas e crescentes de y-globulina
bovina. Tal permite-nos converter absorvancias obtidas das amostras nos seus valores de

concentragédo de proteina.
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3.3.6 Analise Estatistica

Os pressupostos necessarios a realizacdo dos testes paramétricos, nomeadamente a
homegeneidade de variancias e distribuicdo normal dos dados, foram previamente
verificados. Realizou-se uma andlise de variancia unifatorial (One-Way ANOVA),
seguida, se necessario (p<0,05), do teste de Dunnett, para avaliar se existiam diferencas
estatisticamente significativas para os diferentes biomarcadores entre as concentragdes
testadas em relacdo ao grupo controlo. Para a analise estatistica foi usado o programa
SigmaPlot® 11.2. Foi utilizado um nivel de significancia a=0,05. Os resultados s&o

apresentados como média + erro padrao.
4 Resultados
4.1 Catalase

Os resultados obtidos para a CAT (Fig.5) permitem observar um aumento da sua
atividade nos grupos 1 pg/L e 2 pug/L, embora ndo estatisticamente significativa (Analise
de variancia unifatorial: F351=2,174; P=0,103).
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Fig. 5 - Atividade da enzima CAT determinada em individuos de Hediste diversicolor expostos de forma
cronica (28 dias) a diferentes concentracfes de DCF. Valores correspondentes a trés réplicas + erro
padréo.

4.2 GSTs

Os resultados obtidos para as GSTs (Fig. 6) mostram um aumento significativo da
atividade enzimatica deste biomarcador (Analise de variancia unifatorial: F350=6,092;
P=0,001). Verificou-se uma inducdo siginificativa da atividade enzimatica para as
concentracdes 1 ug/L e 2 pg/L de DCF, quando comparado com grupo controlo (Teste
de Dunnett, P<0,05).
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Fig. 6 - Atividade das enzimas GSTs em individuos de Hediste diversicolor expostos de forma cronica
(28 dias) a diferentes concentragdes de DCF. Valores correspondentes a trés réplicas + erro padrdo. *
Diferengas significativamente validas relativamente ao grupo controlo (0 pg/L) (Teste de Dunnett,
p<0.05)

4.3 TBARS

Os resultados para do ensaio TBARS (Fig. 7), indicam uma diminuicdo da
peroxidacdo lipidica (Analise de variancia unifatorial: F353=5,683; P=0,002). Verificou-
se uma diminuicdo significativa da mesma nos grupos 0,5 pg/L, 1 pg/L e 2 pg/L, face ao
grupo controlo (Teste de Dunnett, P<0,05).
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Fig. 7 - Ensaio TBARS em individuos de Hediste diversicolor expostos de forma cronica (28 dias) a
diferentes concentraces de DCF. Valores correspondentes a trés réplicas + erro padrdo. * Diferencas
significativamente validas relativamente ao grupo controlo (0 pg/L) (Teste de Dunnett, p<0.05)

5. Discussao

A importancia deste estudo enquadra-se na problematica ambiental que resulta do
elevado consumo mundial de DCF, estimado em 940 toneladas por ano, por via da sua
prescricdo na medicina humana e veterindria, sobretudo para alivio da dor e reducéo da
inflamacédo, o que o torna um poluente emergente antropogénico (Zhang et al., 2008,
Lonappan et al., 2016). O DCF tem sido alvo de varios estudos e esta comprovado que é
um contaminante comum de rios, estuarios e lagos, sobretudo na Europa, e pode estar a

comprometer de alguma forma a vida aquética (Lonappan et al., 2016)

A ativacdo do metabolismo do DCF ocorre por duas vias principais, hidroxilacdo e
glucoronizagdo, através das monooxigenases do citocromo P450, tanto em humanos
como em animais (Pourahmad et al., 2011). Os metabolitos reativos resultantes originam

uma diminuigdo do oxigénio citosdlico, originando, assim, a formagdo de ERO
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(Pourahmad et al., 2011). Estas sdo neutralizados pela acdo das enzimas antioxidantes,
tais como as GSTs e a CAT (Oviedo-Gomez et al., 2010, Islas-Flores et al., 2013, Gémez-
Olivan et al., 2014). Exemplos destes estudos s&o 0s ensaios agudos com Hyalella azteca,
exposta por 72 horas a concentracdo média letal (LCso) de DCF, mostrando um aumento
atividade CAT para todos os tempos de exposicao avaliados (Oviedo-Gémez et al., 2010),
e em Cyprinus carpio, exposto por 96 horas a LCso de DCF, que causou um aumento da
atividade da CAT as 12h e as 48h nas branquias, e as 72h no figado (Islas-Flores et al.,
2013). Podemos tambem referir o ensaio cronico com Rhamdia quelen, o qual foi exposto
por 28 dias a trés concentracgdes distintas de DCF (0,2 pg/L, 2 pg/L e 20 pg/L) e revelou
um aumento da atividade das GSTs no figado para todas as concentracdes (Guiloski et
al., 2017). A exposi¢do da espécie em estudo a este farmaco, pode, entdo, desencadear
situacBes de stress oxidativo, através da formacdo de espécies reativas, como ERO, ou
compostos intermédios que tém capacidade de interagir com estruturas submoleculares,
bem como com estruturas lipidicas e proteicas (Antunes et al., 2010). Quando a
concentracdo de DCF é muito elevada, a formacdo de ERO pode sobrepor-se a capacidade
dessas enzimas protetoras as eliminarem e, assim sendo, o stress oxidativo causado pode
originar ter efeitos nocivos sobre as macromoléculas celulares ao nivel de lipidos,
proteinas e DNA, podendo até causar morte celular (Giulio et al., 1989, Aruoma, 1998,
Halliwell e Gutteridge, 2015).

Este estudo mostrou que a exposi¢do crénica da espécie Hediste diversicolor ao
DCF nas concentragdes usadas revelou uma tendéncia para 0 aumento da atividade da
CAT, que, no entanto, nao foi estatisticamente significativo. A CAT tem capacidade de
neutralizar a acdo toxica do H»O2 sobre as células e equilibrar a sua produgdo no
organismo (Blokhina et al., 2003), oferecendo protecdo contra a acumulagdo de H20:
(Yoshioka et al., 2006). Como a formagdo de H202 é mais exacerbada em situacoes de
stress oxidativo, caso tal se verifique, ira consequentemente haver um aumento na
atividade da CAT, evitando danos causados no decorrer dessa mesma situacdo (Hite et
al., 1999).

Seria esperado que ocorresse um aumento significativo na atividade desta enzima,
decorrente da exposi¢do ao farmaco, tendo em conta a previsivel produgdo de ERO

durante a sua metabolizagdo (Pourahmad et al., 2011). Tal leva a crer que a degradagéo
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catalitica do H202, o normal quando estamos perante stress oxidativo, ndo foi
acompanhada pelo aumento da atividade enzimatica, ou que ndo ocorreu um aumento
suficiente da producédo de H>O. como consequéncia da exposicdo ao DCF. Outros estudos
revelam um comportamento desta enzima semelhante ao que foi obtido no presente
estudo, na exposi¢cdo ao mesmo composto farmacoldgico: um estudo em peixes da espécie
Rhamdia quelen apoia os resultados aqui obtidos: a exposi¢do cronica (21 dias) a
diferentes concentracdes de DCF (0,2, 2 e 20 ug/L) ndo causou alteracdes significativas
na atividade da CAT para todos os grupos em relacdo ao controlo, exceto para a
concentragdo mais baixa (0,2 pg/L) em que houve até uma diminuicdo da mesma
(Guiloski et al., 2017). Outro estudo, em Daphnia magna revelou que a exposicao da
mesma a 9,7 mg/L de DCF por 48h (ensaio agudo) causou um aumento nao significativo
da atividade da CAT (GOomez-Olivén et al., 2014).

As GSTs sdo um grupo de enzimas com capacidade desintoxicante sobre compostos
toxicos (Wilce e Parker, 1994). Um aumento da atividade das GSTs pode indicar a
ativacdo de uma via metabolica do mecanismo de biotransformacéao de reacdes de fase 11,
bem como do sistema de defesa antioxidante (Trute et al., 2007, Groner et al., 2015)
havendo conjugacdo da GSH com o composto farmacoldgico em estudo, mediado pelas

isoenzimas GSTs (Gonzalez-Rey e Bebianno, 2014).

Este estudo mostrou que a exposicao cronica da espécie em estudo ao DCF causou
um aumento da atividade das GSTSs, proporcional ao aumento da concentracdo de DCF,
havendo um aumento significativo para os dois grupos expostos as concentragdes mais
elevadas (1 e 2 pg/L), em relacdo ao grupo controlo. Estes resultados sugerem uma
tentativa por parte do organismo-teste em eliminar o composto téxico, bem como as ERO
produzidas, como mecanismo de defesa ao stress oxidativo (Ezemonye e Ikpesu, 2011).
Existem outros estudos relativamente a alteragdes nas GSTs pela exposi¢cdo ao DCF em
concordancia com os resultados aqui obtidos, como o estudo realizado por Quinn et al.
(2011) em Dreissena polymorpha que mostrou que a exposicao, por 96 h (ensaio agudo)
a 1 e 1000 pg/L de DCF aumentou significativamente a expressdo das GSTs quando
comparado ao grupo controlo (Quinn et al., 2011). Outro estudo realizado por Guiloski

et al. (2017) em Rhamdia quelen que foram sujeitos um ensaio crénico (21 dias) com
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concentragdes de 0.2, 2 e 20 ug/L de DCF revelou aumento da atividade das GSTs no

figado para todas as concentracdes em relacdo ao controlo (Guiloski et al., 2017).

Mesmo com os mecanismos de defesa antioxidante fisioldgicos a combaterem as
ERO, muitas vezes ocorre dano oxidativo, ou porque a produgdo de ERO é muito extensa,
ou porque a capacidade protetora do organismo nao é eficiente. Quando tal acontece, pode
haver um ataque as estruturas lipidicas bioldgicas, envolvendo a produgédo de compostos,
como o MDA. Neste estudo pdde verificar-se um aumento da atividade das enzimas
antioxidantes CAT (embora estatisticamente nédo significativo) e GSTs, bem como uma
diminuicdo dos niveis de TBARS, e, portanto, da LPO. O aumento da atividade das
enzimas antioxidantes exerce um efeito protetor contra as ERO originadas durante a
metabolizacdo do DCF, impedindo ou diminuindo até danos consequentes de stress
oxidativo, explicando a diminuigdo da concentracdo de TBARS (Gravato et al., 2010).
Esta diminuicdo da LPO € indicativa da efetividade do mecanismo de defesa contra ERO
por parte das enzimas antioxidantes, que tém, portanto, uma acdo pro-oxidante, e
protegem contra danos tecidulares resultantes do stress oxidativo (Gonzalez-Rey e
Bebianno, 2014), a a¢cdo das enzimas antioxidantes podera ter atingido ERO produzidas
pelo préprio organismo, e dessa forma levar ao declinio da LPO. Outros estudos de
exposicdo ao DCF obtiveram resultados semelhantes. Um estudo por Stepanova et al.
(2013) com a espécie Cyprinus carpio exposta a diferentes concentra¢fes de DCF (0.015,
0.03, 1, e 3 mg/L) indica um decréscimo significativo na atividade de TBARS, ou seja,
uma reducdo da LPO, em todas as concentracdes de DCF, exceto a mais baixa, em relagéo
ao controlo (Stepanova et al., 2013). Os resultados de outro estudo, por Feito et al.(2012),
um ensaio de curta duracdo (90 minutos) em Danio rerio mostram uma diminuicdo da
atividade TBARS para a exposic¢éo a 0,03 pg/L de DCF (Feito et al., 2012).

6. Conclusotes

Neste trabalho, a exposicdo cronica da espécie Hediste diversicolor a diferentes
concentragcbes de DCF permitiu confirmar a sua capacidade pro-oxidativa,
nomeadamente para o biomarcador de stress oxidativo GSTs para o qual houve um

aumento da atividade conforme o aumento da concentracdo de DCF. Esta atividade pro-
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oxidativa reflete-se também nos resultados referentes ao ensaio TBARS, no qual se

verificou uma diminuicdo da LPO.

A resposta da Hediste diversicolor ao composto neste estudo permite, mais uma vez,
concluir acerca da sua toxicidade, sendo, no entanto, necessarios mais estudos e uso de
outros biomarcadores que assinalem o seu papel ecotoxicologico. De elevado interesse
seria analisar efeitos em organismos aquaticos de niveis tréficos superiores, de forma a

analisar possiveis fendmenos de bioacumulacéo.
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