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RESUMO

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos por poluentes sintéticos produzidos
pelas atividades humanas tem impactado o equilibrio ambiental global. O crescimento
e envelhecimento populacional tem aumentado o consumo de compostos
farmacéuticos, como diclofenaco (DCF) e cafeina (CAF), hegemonicamente presentes e
persistentes nos ambientes aquaticos. A preocupacdo emergente de tais compostos se
baseia nos efeitos sobre a fisiologia reprodutiva de organismos aquaticos, bem como a
ocorréncia dos mesmos na forma de misturas. O presente estudo teve por objetivo
avaliar os ajustes da fisiologia reprodutiva de machos de Astyanax altiparanae
(Teleostei: Characidae) expostos ao DCF e a CAF bem como o potencial sinérgico de
DCF+CAF nas respostas fisioldégicas dos animais. A. altiparanae é uma importante
espécie no contexto ecolégico e desenvolvimento social, sendo um dos modelos
biolégicos mais utilizados em estudos ecotoxicoldgicos. Inicialmente foi analisado o
decaimento (concentragao real) de DCF e CAF, que foi de 5% do valor inicial no periodo
de 24 horas e em seguida foi realizada o teste de detecgao de alcance, do inglés Range
Finding Test (RFT). A concentracao média letal (CLso) do DCF e CAF encontrados para o
modelo bioldgico foi de e 30,8 mg.L't e 95,9 mg.L}, respectivamente. No ensaio de
exposi¢do aguda (96h, utilizando 10% da CLso), os animais expostos ao DCF (3,08 mg.L?)
e CAF (9,5 mg.L) isoladamente, apresentaram uma reducdo da concentracdo
plasmatica de 17 estradiol (E2). Em rela¢do aos andrdégenos, os animais apresentaram
reducdo da concentracdo de testoterona (T) quando expostos ao DCF e ndo foram
observadas diferencas na concentracao plasmatica de 11 cetotestosternoa (11-KT). No
tratamento DCF+CAF ndo foram observadas diferencas significativas na concentragao
hormonal de T, E; e 11-KT. Os farmacos ndo alteraram a expressdo génica da
vitelogenina A (vtgA) e concentracdo espermdtica. Os animais também nao
apresentaram alteracGes histoldgicas no figado e nos testiculos durante a exposicdo
aguda. O presente estudo demonstrou que os farmacos isolados afetaram a
concentracdo de esteroides gonadais em machos de A. altiparanae, mas quando
expostos em conjunto este efeito nao foi observado. O DCF e a CAF tanto isolados
guanto misturados em uma exposicdo aguda ndo foram capazes de induzir a expressado

génica de vtg, além de ndo alterar a concentracdo espermatica e modificar a estrutura



do figado e testiculos. Considerando a presenca de misturas nos ambientes e a
importancia da reprodu¢dao na conservagao das espécies, faz-se necessario avaliar os
impactos das misturas de fdrmacos tanto exposicdes agudas quanto crbnicas visto que
os efeitos téxicos dos farmacos, na fisiologia reprodutiva de peixes, podem ser ocultos

pelas misturas.



Abstract

The contamination of the aquatic ecosystems caused by anthropogenic
pollutants has enhanced the disturbance of the environment balance in a global scale.
The overgrowing population and ageing increase the pharmaceuticals consumption, like
diclofenac (DCF) and caffeine (CAF) characterized by the ubiquitous presence and
persistence in the aquatic environments. The emerging concern behind these
compounds is based on the pharmaceuticals mixtures that occur in the environment and
the effects of these substances in the reproductive physiology of aquatic organisms. The
aim of the present study was to evaluate the physiological reproductive adjustments of
Astyanax altiparanae (Teleostei: Characidae) males exposed to DCF and CAF, as well as,
the potential synergism of these pharmaceuticals in the physiological responses of the
animals. A. altiparanae is considered an important species in the ecological and social
development context, also this species is currently used as biological model in
ecotoxicological studies. The DCF and CAF decay were 5% of the total initial value (1 mgL
1)in 24 h, then the Range Finding Test (RFT) was carried out. The lethal concentration
50 (LCso) of the DCF and CAF for the species were 95,9 mgL™! e 30,8 mgL?, respectively.
In the acute exposure (96h, using 10% of LCsg), males exhibited a reduction of 17
Estradiol (E2) plasma concentration when exposed to DCF (3,08 mg.L!) and CAF (9,5
mg.L?). Similarly, the concentration of testosterone (T) was also reduced under DCF
exposure, but this response was not observed in plasma 11 ketotestosterone (11-KT)
concentration. Animals exposed to DCF+CAF did not show any difference in T, E; e 11-
KT plasma concentrations. The vitellogenin (vtg) gene expression was also measured but
none of the treatments altered significantly the expression, as well as the spermatic
concentration. Moreover, the acute exposure did not reveal any morphological
alteration in liver and testes. The present study elucidated the effects of single
pharmaceuticals in the male steroid profile of A. altiparane and the annul response
caused by the mixture. Despite of the absence of interference in the vtg expression, as
well as lack of damage within testes and liver, this study showed that pharmaceuticals
can impact hormone profile. Considering the presence of mixtures in the environment

and the importance of reproduction in species conservation, it is necessary to evaluate



the impacts of drug mixtures on both acute and chronic exposures, as the toxic effects

of drugs on the reproductive physiology of fish can be hidden by the mixtures.



1. Introducao

1.1 Consideragdes sobre os estudos na problematica da polui¢do ambiental

Durante os recentes séculos, o crescimento da civilizagdo humana foi possibilitado,
principalmente, pelo desenvolvimento de novas tecnologias a fim de suprir as
necessidades bdsicas de sobrevivéncia dos seres humanos. Esta realidade foi observada
com o culminar da revolugao industrial no final do século XIX possibilitando o aumento
na producdo dos bens de consumo industriais e domésticos que, por sua vez, permitiram
o crescimento exponencial da populagdo humana mundial (COHEN, 1995). Desde a
revolucdo industrial, pesquisas e levantamentos de dados baseados em estudos
demograficos e projecdes estatisticas sobre dindamica populacional, demonstram que
até o final do século XXI a populacdo humana sera de aproximadamente 9 bilides a 12

bilides de individuos (GERLAND et al., 2014).

O crescimento populacional acentuado implica no aumento das atividades humanas
extrativistas de matéria primas, producdo de bens e o constante descarte inadequado
de residuos que acarretam em uma constante inser¢ao de substancias desconhecidas
no meio ambiente levando a um processo de poluicdo do solo, da dgua e do ar (ISLAM;
TANAKA, 2004). Neste contexto, estudos cientificos salientam que o crescimento no
consumo poderd agravar os danos ambientais, haja vista que, por exemplo, um terco da
agua doce de todo o mundo ja é utilizada na agricultura, industria e atividades

domésticas (SCHWARZENBACH et al., 2006).

Em sua grande maioria os compostos téxicos encontrados no ambiente alteram o
equilibrio dindmico das populac¢des naturais, induzindo a processos de bioacumulacdo e
biomagnificacdo na cadeia tréfica, ampliando os efeitos deletérios de tais substancias
em longo prazo em diversos niveis biolégicos e, consequentemente, levando a reducdo
da biodiversidade das espécies (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Com os
efeitos adversos de diferentes xenobidticos de origem antropogénica, fez-se necessario
a criacdo de agéncias regulatérias em todo mundo a fim de mitigar, estimular e analisar
concentracdes de diferentes compostos que possam induzir efeitos nocivos sobre a
biota ndo alvo, nos diferentes ambientes. As diretrizes regulatdrias nas areas

ecotoxicologia e toxicologia ambiental pelas agéncias como a Europe Environment



Agency (EEA) na Unido Europeia, Enviromental Protection Agency (EPA) nos Estados
Unidos da América e, no caso do Brasil, Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) e a companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sao
Paulo (CETESB) tém sido essenciais no marco regulatério para auxiliar nas avaliagdes de

risco dos diversos xenobidticos encontrados nos ambientes.

A ecotoxicologia, como ciéncia integradora dos efeitos toxicolégicos de compostos
de origem antropogénica no equilibrio ecolédgico dos diferentes niveis de organizagdo
bioldgica, tem como base a utilizacdo de diferentes biomarcadores que englobam o nivel
molecular, bioquimico, histoldgico, sistémico e populacional (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008). Neste sentido, a ecotoxicologia oferece as ferramentas necessdrias para avaliar
os impactos da poluicdo na biota e, posteriormente, o desenvolvimento de politicas
ambientais de forma a proteger e mitigar os potenciais danos de xenobidticos a saude

humana e ambiental (CHAPMAN, 1995).

No contexto dos estudos toxicolégicos diferentes métodos sdo aplicados a fim de
avaliar os riscos de determinadas substancias para a biota e comumente s3o utilizados
biomarcadores que podem ser classificados em exposicdo e efeito. Os biomarcadores
de exposicdo contemplam a utilizacdo de moléculas que respondem especificamente a
um tipo e estressor com um modo de ac¢do conhecido, por exemplo, a andlise da
concentrac¢do plasmatica e/ou expressao génica da vitelogenina (vtg) em machos, que
pode estar aumentada devido a acdo de desreguladores enddcrinos (EDCs) com efeito
estrogénico. Os biomarcadores de efeito sao indicadores que sinalizam mudancgas na
fisiologia e bioquimica do organismo pela exposicdo aos xenobioticos, como por
exemplo, altera¢des no perfil dos hormdnios circulantes, atividades de enzimas
detoxificantes e indices biométricos, mas que ndo permitem identificar acGes

especificas dos EDCs (HOOK; GALLAGHER; BATLEY, 2014).

Tendo em vista as atuais projecdes populacionais e os impactos ambientais e sociais
observados, coloca-se a necessidade de constantes discussdes politicas ambientais e
econdmicas, além de estudos ambientais por todo o mundo a fim de promover soluc¢des
eficazes para o desenvolvimento sustentdvel das comunidades (WATTS; ADGER;

AGNOLUCCI, 2015).



1.2. O cenario atual dos contaminantes de preocupag¢do emergentes

Na literatura, os dados resultantes das pesquisas sobre a tematica da contaminacgao
ambiental em diferentes matrizes demonstram que grande parte dos residuos que
chegam as estacdes de tratamento de residuos ndo sao removidos de maneira eficaz e,
deste modo, os impactos sobre a salde humana e ambiental necessitam de constante
avaliacdo através de estudos ecotoxicoldgicos (HEBERER, 2002). Dos impactos globais e
regionais observados sobre a biodiversidade, destacam-se os efeitos dos poluentes nos
ambientes aqudticos ja que, em uma escala global, 65% de todos os residuos sdo
descartados nestes locais sendo uma ameaca a biodiversidade aquéatica (VOROSMARTY

etal., 2010).

Ao longo dos anos diversos estudos tem reportado a ocorréncia de diferentes
substancias nos ambientes aquaticos e seus efeitos toxicos em diversas espécies, em
diferentes niveis de organizacdo tréfica. Nas investigacbes tem sido elucidado a
presenca de metais (FLOREA; BUSSELBERG, 2006), hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) (LIANG et al., 2007), pesticidas (PEREIRA et al., 2015), microplasticos
(WAGNER et al., 2014) e compostos farmacéuticos (MONTAGNER et al., 2018). Dentre
as alteracbes bioldgicas observadas, sdo compreendidos e descritos efeitos no
comportamento de forrageio que modificam os padrdes naturais de predacdo dos
individuos e também no comportamento reprodutivo. Além disso, sistemas fisiolégicos
como neural, sensorial, enddcrino sdo impactados, bem como o metabolismo de
proteinas, lipidios e carboidratos, causando desequilibrios na fisiologia dos animais

(SCOTT; SLOMAN, 2004).

As diferentes substancias encontradas no ambiente e descritas em periddicos
cientificos levou a origem do termo contaminantes emergentes do inglés Emerging
contaminants (ECs) que sdo compostos toxicos presentes no ambiente e de efeitos
desconhecidos sobre a saide ambiental e com a falta politicas regulatérias (MURRAY;
THOMAS; BODOUR, 2010). As avalia¢Oes toxicoldgicas dos compostos de preocupacao
emergente se fazem necessarias, visto que, muitos dos efeitos ecotoxicolédgicos de
diferentes substancias sobre a biosfera ainda sdo parcialmente desconhecidos (PEREIRA
et al.,, 2015). Os contaminantes emergentes em sua grande maioria sdo grupos de

substancias que incluem pesticidas aplicados na agricultura, fitalatos utilizados em



produtos plasticos e compostos farmacéuticos aplicados nos tratamentos de doencas
humanas e de animais domésticos (LUO et al., 2014). Os efluentes que contém tais
compostos sdo transportados para as estacdes de tratamento de residuos para a
remogao destas substancias, no entanto, alguns compostos, como os farmacos, sao
persistentes sendo encontrados mais de 50 moléculas desta classe, com baixa

porcentagem de remocao (cerca de 40%) (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE, 2011).

A presenga de compostos farmacéuticos no ambiente tem sido relatada desde o
final do século XX com estudos de diferentes substancias como antibidticos, analgésicos
e estimulantes provenientes de aplicagdes na medicina humana e veterinaria, sendo que
muitos dos efeitos toxicos destes compostos sobre a biota aquatica eram até entdo
pouco conhecidos (HALLING-SORENSEN et al., 1998). Todavia, com o desenvolvimento
tecnolégico das técnicas analiticas para quantificar os compostos encontrados
ambientalmente e os sucessivos estudos sobre os efeitos toxicoldgicos de tais
substancias, o conhecimento sobre os efeitos dos compostos farmacéuticos tem sido

aprofundado (PAL et al., 2010).

No Brasil, recentes levamentos do atual panorama dos farmacos no ambiente
aquatico tem demonstrado que grande parte destes compostos encontrados em rios e
reservatoérios pertence a classe dos analgésicos, anti-inflamatérios e hormonios de uso
humano e veterinario (QUADRA et al., 2017). Segundo Montagner e colaboradores
(2018) muitos destes compostos como pesticidas, farmacos e hormonios sintéticos sao
encontrados em aguas superficiais, dguas subterraneas e inclusive em agua potavel para
consumo, reforcando a importancia de se avaliar o impacto de tais substancias sobre a

salde humana e biota aquatica em geral.

Na legislacdo brasileira, o descarte de de residuos sdlidos hopitalares que
contenham medicamentos sdo apenas contemplados pela resolucgdo CONAMA
358/2005 e,portanto, ndo ha uma legislacdo especifica do discarte de efluentes
farmacéuticos no ambiente aquatico. A resolucio CONAMA 357/2005 que estabelece
as condicdes e padrdoes de lancamento de efluentes n3ao descreve as diretrizes
ambientais para a presenca e controle de tais substdncias em aguas. Assim, a presenca
de tais substancias € um fator preocupante ja que nao sao estabelecidos limites para

estes compostos nos ambientes aquaticos (QUADRA et al., 2017).



Além do crescimento populacional ja referido na problematica da contaminacao
ambiental, o envelhecimento da populagdao mundial é um dos catalisadores no aumento
do consumo de produtos farmacéuticos, ja que grande parte deste publico necessita
destas substancias para o tratamento de doengas e manutengdo da qualidade de vida
(ARNOLD et al., 2014). No caso do Brasil, este cendrio pode ser agravado, visto que,
segundo as proje¢ées do Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE), a
populacdo brasileira apresenta uma tendéncia ao envelhecimento populacional, fato
que ja é observado atualmente. Com base nesses dados, em 1980 havia 10,5 idosos de
65 ou mais de idade para cada 100 criangas entre 0-14 anos de idade, nas projecdes
feitas para o ano de 2050, neste processo de envelhecimento a relagao seria de 172,7

idosos para cada 100 criancas (Figura 1).
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Figura 1. Razdo entre o numero de idosos com mais de 65 anos para cada 100 jovens com menos de

14 anos. Fonte IBGE (2008).

A presenca de farmacos nas aguas superficiais e em aguas litoraneas, assim como o
aumento do consumo de medicamentos e substancias psicoativas é uma realidade ja
observada no Brasil (PEREIRA et al., 2016). Um estudo recente de Quadra e
colaboradores (2019) sobre o consumo e descartes de substancias farmacéuticas mostra
gue cerca de 66% dos entrevistados descartam os compostos de maneira inadequada
sendo que 71% desconhece locais adequados para receber medicamentos vencidos ou
sem uso definido. Com base nas informacdes que estdo sendo descritas na literatura é
de suma importancia avaliar tais compostos farmacéuticos que por ter modos de acao
especificos na fisiologia animal, podem afetar organismos ndo alvos como a biota
aquatica e, nestas circunstancias, impactar o equilibrio ecolégico (FENT; WESTON;

CAMINADA, 2006).



1.3. Os efeitos das substancias farmacéuticas na biota aquatica

Atualmente, o termo mais utilizado na literatura para medicamentos de uso
humano e veterindrio sdo produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal (PPCP) da sigla
em inglés pharmaceuticals and personal care products (OVERTURF et al., 2015). Os
PPCPs estdo presentes nos recursos hidricos de todo o mundo (AUS DER BEEK et al.,
2016) e estudos tém sido feitos em diferentes paises a fim de investigar os efeitos destes
compostos, em paises desenvolvidos (FENT, WESTON; CAMINADA, 2006) e mais
recentemente em paises em desenvolvimento como o Brasil (GUILOSKI et al., 2015;

MONTAGNER et al., 2018; QUADRA et al., 2017).

Os farmacos, em sua grande maioria, sdo substancias produzidas com um modo de
acao especifico para as atividades fisiolégicas, mas tém a similar capacidade de induzir
alteragbes em organismos nao alvo (VASQUEZ et al., 2014). Dentre os compostos
farmacéuticos avaliados, os anti-inflamatdrios ndo esteroides, dado a sua importancia
na saude, utilizacdo e eficacia, correspondem a uma classe de farmacos mais
frequentemente detectadas nos ambientes aquaticos de todo o mundo
correspondendo cerca de 31% dos registros na literatura (HUGHES; KAY; BROWN, 2013).
No caso dos compostos anti-inflamatdrios nao esteroidais do inglés non-steroidal anti-
inflammatories drugs (NSAIDs), o diclofenaco tem sido uma das principais substancias

farmacéuticas encontradas no ambiente aquatico (AUS DER BEEK et al., 2016).

As pesquisas toxicoldgicas apontam que organismos aquaticos quando expostos a
diferentes concentracdes e periodos de exposicdao ao DCF apresentam alteracdes nos
parametros reprodutivos, no metabolismo energético, assim como altera¢bes no
comportamento (BONNEFILLE et al., 2018). A exposicdao de tilapias ao DCF nas
concentracdes de 0,17 mg.L™* a 0,68 mg.L™* por 60 dias causou danos no DNA e estresse
oxidativo no figado, além de alteracdes nos parametros hematolégicos (PANDEY et al.,
2017). Outras alteracOes foram observadas em parametros imunolégicos e histoldgicos
de trutas marrons expostas a 0,05 mg.L'! (HOEGER et al., 2005), histopatologias no rim
de peixes (NASLUND et al., 2017). Além do DCF, outros antiinflamatérios n3o
esteroidais, como o ibuprofeno, alterou o tempo de reproducdo de peixes reduzindo o
nimero de eventos de desova, quando expostos as concentracdes 0,1 mgL? por 6

semanas (FLIPPIN; HUGGETT; FORAN, 2007).



Além do diclofenaco, a cafeina (CAF), um estimulante do sistema nervoso
central, é também encontrada em 4guas superficiais (QUADRA et al., 2017). Este
composto é comumente utilizado como um indicador de ocupag¢do humana (BUERGE et
al., 2003). Apesar de alguns estudos destacarem a cafeina como um composto que nao
apresenta ameaca aos organismos aquaticos (MOORE et al., 2008), pesquisas recentes
demonstram que a CAF altera o balanco oxidativo em peixes (AGUIRRE-MARTINEZ;
DELVALLS; LAURA MARTIN-DIAZ, 2015) e, pode ser um indicador de atividade

estrogénica (Montagner et al. 2014).

Na maioria dos estudos toxicoldgicos, as exposi¢des e avaliagdes dos efeitos dos
compostos farmacéuticos sao realizados com uma Unica substancia. No entanto, os
PPCPs sdo encontrados no ambiente na forma de misturas, sendo relevantes e
necessarios estudos com tais combinacdes de compostos (CLEUVERS, 2003; VASQUEZ
et al.,, 2014). Os efeitos das misturas de substancias podem ser distintos quando
comparado com exposicdes Unicas, e as interacdes com a fisiologia dos organismos
podem reduzir, potencializar, ou até mesmo bloquear os efeitos de certas combinacdes

de substancias (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

A revisdo de Overtuf e colaboradores (2015) destaca que compostos
farmacéuticos podem afetar o eixo neuroenddcrino que controla a reproducdo de
organismos aquaticos e também salienta a relevancia de estudos toxicolégicos com
misturas dos PPCPs de modo a analisar os possiveis efeitos sinérgicos das diferentes
substancias. Em um recente estudo com o lambari, Astyanax rivularis, expostos
ambientalmente as misturas de residuos com potencial estrogénico demonstraram um
aumento na concentracdo de estradiol (Ez2) e reducdo na concentracdo de andrégenos

em machos desta espécie (WEBER et al., 2019).



1.4.Aspectos gerais da fisiologia reprodutiva de teledsteos

Os vertebrados de formal geral e com algumas excecdes apresentam similarmente
um controle fisiolégico da reprodugdo composto por um eixo neuroenddcrino,
comumente conhecido como eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnadas (do inglés hypothalamus-
pituitary-gonadal axis; HPG:HHG), que integra a neurobiologia e a endocrinologia do
organismo regulando as funcdes e respostas reprodutivas as mudancas ambientais e
internas do individuo (LEVAVI-SIVAN et al., 2010). Todavia, contrariamente aos demais
vertebrados que possuem um sistema porta conectando o hipotalamo a hipéfise, os
teledsteos apresentam uma inervagdo direta de fibras neurosecretoras que se originam
no hipotalamo e se ramificam até as células alvo receptora dos neurohorménios (ZOHAR

etal., 2010).

Nos animais vertebrados, o eixo HHG é modulado por fatores externos
respondendo a estimulos ambientais como temperatura, pH, fotoperiodo,
condutividade e sazonalidade (MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010). Os estimulos sdo
recebidos pelo hipotalamo, onde em corpos celulares de neurdnios é sintetizado o
hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH), e o mesmo estimula a hipdfise a
sintetizar e liberar as gonadotropinas hipofisarias, hormonio foliculo estimulante (FSH)
e hormonio lutenizante (LH). Estes hormonios hipofisdrios sdo responsaveis pelo
crescimento e maturacdo dos tecidos reprodutivos e células germinativas por meio da
sintese e liberagao gonadal de hormodnios esteroides como a testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) e 17 estradiol (E2) (LUBZENS et al., 2010; SCHULZ et al., 2010)
(Figura 2).

Os hormonios esteroides desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento e maturac¢do das gonadas e células germinativas de machos e fémeas,
no caso de machos os andrégenos T e 11-KT regulam a proliferacdo e diferenciacdo
espermatogonial (SCHULZ; MIURA, 2002) e em fémeas tem sido observado efeitos
estimulatdrios no crescimento de docitos (LUBZENS et al.,, 2010). No caso dos
estrégenos como o E;, em machos, o E; tem como atividade fisioldgica arenovac¢ao das
células germinativas (SCHULZ; MIURA, 2002) e em fémeas o E; modula os receptores
de estradiol (ER) do figado induzindo a expressdo do gene vtg e, posteriormente, a

sintese de Vtg para ser incorparada pelos odcito das fémeas (LUBZENS et al., 2010).



Os estimulos externos sao integrados e as respostas internas do eixo HHG
apresentam ainda uma modulagao inibitéria do GnRH pela dopamina e hormoénio
inibidor de gonadotropinas (GnlIH) e atividades estimulatdrias na secrecdo de hormonios
hipofisdrios como LH e FSH através da indugdo do GnRH pelo GABA, um
neutrotransmissor inibitério abundante no cérebro de vertebrados (ZOHAR et al., 2010).
Além destes neurohormonios, novas moléculas como as kisspeptinas provenientes do
sistema KiSS1/GPR54 aparentemente inibem as gonadotropinas, desta forma, sendo um
fator adicional no controle deste eixo. A comunicacdao observada no eixo também
apresenta um sistema de feedback negativo e positivo no qual os esteroides gonadais
(andrégenos, estrogenos e progestagenos) modulam a acao da dopamina e GABA,

inibindo-os, além de também modular o sistema de GnRH (ZOHAR et al., 2010).
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Figura 2. Esquema ilustrativo do funcionamento do eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal (HHG) em
teledsteos machos. Adaptado de (MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010; ZOHAR et al., 2010).

Apesar das respostas do eixo as varidveis abidticas naturais, o controle HHG pode

sofrer alteracOes devido a fatores exdgenos como os xenobidticos resultantes das



atividades antropogénicas. A revisdo de Kime (1995) ja destacava muitos dos efeitos da
poluicdo sobre variados parametros reprodutivos em peixes, desde alteragdes
hormonais de andrégenos e estrogenos até as modificacdes estruturais nas gonadas.

Os impactos na reprodug¢dao causados por tais substancias cunhou o termo
desreguladores enddcrinos (DE) do inglés endocrine disrupting chemical (EDC) que por
definicao descreve o potencial de um determinado composto apresentar a habilidade
de interagir com o sistema neuroenddcrino causando uma alteracdo nas respostas
fisiolégicas dos animais. Os DE sdo substancias capazes de afetar em diferentes niveis
do eixo reprodutivo podendo interferir no nivel molecular, em receptores, no
metabolismo, na sintese hormonal, na estrutura dos tecidos e no comportamento dos
organismos que sao expostos aos efeitos de tais substancias (KAVLOCK et al., 1996).

No contexto ecolégico, a utilizacdo da reproducdo no estudo dos impactos
ambientais apresenta um papel essencial na conservacdo das espécies naturais sendo
um dos pilares no equilibrio dos ecossistemas (WIKELSKI; COOKE, 2006). O estudo da
fisiologia reprodutiva de peixes fornece ferramentas de monitoramento ambiental para
estabelecer estratégias no gerenciamento de risco de diferentes substancias (KIME,
1999).

No caso de organismos aquaticos, os DE tem apresentado efeitos na fisiologia
reprodutiva de machos e fémeas influenciando a qualidade dos gametas através das
alteracgdes nos processos de gametogénese, reduzindo assim o sucesso reprodutivo dos
individuos (CARNEVALI et al., 2018). Deste modo, as varidveis reprodutivas como a
presenca de vtg em machos (HANSEN et al., 1998), analises histopatoldgicas com a
exposicdo aos xenobidticos (STENTIFORD et al., 2003) e demais analises em varidveis do
eixo HHG fornecem dados essenciais sobre a toxicidade de certas substancias(KIME,

1999)



1.5 . Astyanax altipanae

O género Astyanax tem sido um dos modelos bioldgicos aplicados nos estudos
ecotoxicologicos do Laboratério de Metabolismo e Reprodugao de Organismos
Aquaticos (LAMEROA) (ABDALLA et al., 2019; GOMES et al., 2016; KIDA; ABDALLA;
MOREIRA, 2016; PINHEIRO et al., 2019; TOLUSSI et al., 2018). Inclusive, estudos recentes
demonstraram alteragdes hormonais em machos e fémeas de A. fasciatus amostrados
no reservatorio Billings (TOLUSSI et al., 2018). Astyanax altiparanae (lambari-do-rabo-
amarelo) (GARUTTI; BRITSKI, 2000) é uma espécie pertencente a familia Characidae,
sendo uma das mais diversificadas familias encontradas na América do Sul (REIS;
KULLANDER; FERRARIS, 2003). Recentemente, foi proposta uma alteracdo do nome da
espécie para Astyanax lacustris (LUCENA; SOARES, 2016), mas esta revisdao de nome da
espécie ainda ndo foi aceita na comunidade cientifica. Desta forma, nesse trabalho
preconizou-se pela manutencdo da classificacdo anterior até que seja estabelecida por
completo a nova nomenclatura e no momento da publicacdo do artigo sera decidido

junto com pesquisadores da area de sistematica a classificacdo a ser mantida.

O lambari-do-rabo-amarelo, como é conhecido popularmente, apresenta um
habito alimentar onivoro, crescimento rapido chegando a uma rdpida maturagao sexual.
Esta espécie tem sido utilizada em bioensaios em laboratdrio devido a sua praticidade e
resposta aos estudos (KIDA; ABDALLA; MOREIRA, 2016). Este modelo bioldgico é
amplamente distribuido pelas bacias hidrograficas brasileiras e tem sido estudado
devido a sua importancia ecoldgica nos ecossistemas neotropicais e no desenvolvimento
socioeconomico (GONCALVES et al., 2014). Especialmente os animais do sexo masculino
sao importantes indicadores da presenca de desreguladores enddcrinos em ambientes
impactados, considerando-se principalmente compostos estrogénicos, devido a sua
capacidade de expressar genes associados a sintese de vitelogenina (vtg) (SUMPTER;

JOBLING, 1995).

Com base no exposto e considerando-se a presenca de farmacos no ambiente e
seus potenciais efeitos sobre a reproducdo de organismos aquaticos, a hipdtese deste
estudo é que o diclofenaco (DCF) e a cafeina (CAF) tem acdo estrogénica no eixo HHG
alterando os parametros reprodutivos dos animais e, adicionalmente que estes efeitos

podem ser potencializados pela sinergia da mistura (DCF+CAF) de ambos os farmacos.



6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos a hipdtese do presente estudo foi refutada.
Apesar dos efeitos dos farmacos na concentragao plasmatica de esteroides nos machos
de A altiparanae, o efeito de sinergia por uma possivel combinacdao de farmacos

(DCF+CAF) nao foi observado. Deste modo, destaca-se as seguintes conclusdes:

-Considerando-se a mortalidade, concluimos que a toxicicidade do DCF é mais elevada

do que da CAF em Astyanax altiparanae;

-A exposicao aguda ao DCF e a CAF, de forma isolada, reduziu a concentragdo plasmatica

de E2 nos machos de A. altiparanae;

-A exposicdo aguda ao DCF reduziu a concentracao plasmatica da testosterona nos

machos de A. altiparanae;

-A mistura de ambos os farmacos nado alterou o perfil hormonal dos esteroides nos
machos de A. altiparanae, sugerindo um efeito antagbnico quando ambos foram

misturados;

-A expressdo génica da vtgA ndo foi alterada nos grupos expostos aos farmacos,
sugerindo que nas condi¢des experimentais deste trabalho estes farmacos ndo possuem

acdo estrogénica;
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