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RESUMO

A crescente utilizagdo de farmacos e a escassa legislagdo sobre os efeitos toxicolégicos desses contaminantes emergentes na biota
aquaética, torna de suma importancia estudos voltados a avaliagdo destes no meio ambiente. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a toxicidade da progesterona sintética, hormdnio muito utilizado principalmente pelas mulheres como método contraceptivo,
como um agente toxico em relacdo aos biomarcadores nos peixes. Sendo assim, o0 experimento consistiu primeiramente na
aclimatacdo de espécimens Oreochromis niloticus conhecidos popularmente como Tildpia do Nilo. Posteriormente, estes exemplares
foram submetidos a concentracdes subletais de 200; 400; 600 e 800 ug.L* comparadas com o grupo controle por 96 horas. Apds a
exposicao, foram coletados os tecidos: figado e branquias, para analises das atividades enzimaticas da catalase (CAT) e glutationa-S-
transferase (GST) e o cérebro para avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Os resultados obtidos no estudo
mostraram uma inibicéo total da atividade enzimética da AChE entre todas as concentrages comparadas com o grupo controle no
cérebro dos peixes. Em relagdo a catalase nota-se uma alteragéo positiva em ambos os tecidos analisados ocorrendo um aumento
principalmente na concentragéo de 600 pg.L™?, e quanto a glutationa-S-transferase ndo houve grandes alteragdes em suas atividades.
Desta forma, fica evidente que a progesterona sintética foi capaz de alterar o mecanismo de agdo das enzimas, principalmente no
sistema nervoso dos peixes, influenciando nas alteragdes comportamentais e fisiologicas da espécie testada.

Palavras-Chaves: Contaminantes Emergentes, Peixes, Biomarcadores, Enzimas.

Toxicological Evaluation of Progesterone in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus)
biomarkers

ABSTRACT

The growing use of pharmaceuticals and the scarce legislation on the toxicological effects of these emerging contaminants in aquatic
biota, makes studies aimed at their evaluation in the environment of paramount importance.That said, the objective of this job was to
evaluate the toxicity of synthetic progesterone, a hormone widely used mainly by women as a contraceptive method, as a toxic agent
in relation to biomarkers in fish. Therefore, the experiment consisted primarily of the acclimatization of Oreochromis niloticus
specimens popularly known as Nile Tilapia.Subsequently, these specimens were subjected to sublethal concentrations of 200; 400;
600 and 800 png. L compared to the control group for 96 hours.After exposure, tissues referring to the liver and gills were collected
to analyze the enzymatic activities of catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST) and the brain tissue to evaluate the activity
of the acetylcholinesterase (AChE) enzyme.The results obtained in the study showed a total inhibition of AChE enzymatic activity
among all exposed samples compared to the control group in the fish brain.Regarding catalase, there was a positive change in both
tissues analyzed, with an increase mainly in the concentration of 600 ug. L, and as to glutathione-s-transferase, there were no major
changes in its activities. This way, it is evident that synthetic progesterone was able to change the mechanism of action of enzymes,
especially in the central nervous system of fish, influencing behavioral and physiological changes in the specie tested.
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1. Introducéo

O crescimento desenfreado da populacdo, bem como as melhorias socioeconémicas favorecem o alto
uso de hormonios, como os residuos medicamentosos, principalmente entre as mulheres. De acordo com
Andrade (2013, p.15) “A auséncia de uma legislacdo especifica para a polui¢do hormonal e a falta de
orientacdes quanto ao descarte destes, tem provocado este tipo de poluicdo ainda pouco conhecida no
Brasil”. Essa falta de legislagdo e informagdo, conforme relatado por Dutra (2016), tem dificultado a
proliferacdo do conhecimento acerca dos possiveis efeitos e riscos destes contaminantes emergentes para o
meio ambiente principalmente os ecossistemas aquéticos.

Segundo Ghiselli (2006), pesquisadores alertam em relacdo a poluicdo das &guas pelos poluentes
emergentes, tais como: os derivados dos farmacos, os hormonios sexuais, 0s agrotoxicos e os residuos de
produtos industriais. Essas substancias quando ingeridas em grandes concentra¢fes ou em contato por tempo
prolongado (como no caso dos peixes), tém potencial de interferir no funcionamento das glandulas
enddcrinas. Para Nascimento (2015), os contaminantes emergentes podem ter ocorréncia natural ou
produzida por microrganismos e, normalmente, ndo sdo controlados no ambiente, mas tém potencialidade
para adentrar nele e causar efeitos significativos ou nao.

Conforme Bila (2005), os hormonios sdo poderosas moléculas mensageiras que controlam fungdes
essenciais do corpo podendo agir em locais especificos, regulando ou alterando determinados 6érgdos ou
fungdes. Portanto, a progesterona sintética encontrada em produtos farmacéuticos séo esteroides que tiveram
moléculas alteradas. De acordo com Raimundo (2011), os principais usos estdo relacionados aos
contraceptivos, terapias de reposicdo hormonal e tratamento de neoplasias onde s@o compostos sintetizados
para agirem diretamente no sistema endacrino.

Desta forma, os farmacos como levonorgestrel, o qual é utilizado para métodos contraceptivos
hormonais, sdo avaliados em estudos voltados a toxicologia ambiental. Diante disto, Santos et al. (2016)
explicam que o aumento do descarte dos esteroides naturais e dos sintéticos em ambiente aquatico e ao fato
destes apresentarem atividade mesmo em baixas concentracfes, faz-se necessario o estudo desses efeitos na
biota aquatica.

Portanto, os peixes tornaram-se interessantes modelos biol6gicos para analises toxicol6gicas. Em
estudos Jesus e Carvalho (2008), explicam que esses organismos constituem um grupo de grande
importancia nas avaliagfes de toxicidade ambiental por tratar de grupos presentes em varios ambientes e
apresentarem ampla distribui¢ao geografica. Conforme Matthiessen et al. (1993, p.92) “sdo utilizadas como
substitutos para estudos de problemas de saide humana ou como indicadores de poluicdo ambiental”. Por
conseguinte, sdo considerados excelentes indicadores ambientais, por serem espécies sensiveis e diretamente
afetadas por determinadas contaminacgdes aquaticas.

Posto isso, uma das espécies escolhidas para estudos refere-se a Tilapia do Nilo. Como aponta Ignacio
(2018) espécies de Oreochromis niloticus sdo grupos muito utilizados em ensaios de toxicidade por:
ocuparem diferentes niveis tréficos, possuirem faceis adaptacGes as variacBes de temperatura, oxigénio
dissolvido na agua e largas escalas de producdes no Brasil. Além disso, tem uma capacidade de
sobrevivéncia nos mais diversos tipos de ambientes e geram dados mais precisos quanto as contaminagdes.

Para avaliar possiveis impactos na fisiologia desses organismos sdo considerados os biomarcadores
bioguimicos nos estudos ambientais, como a enzima glutationa-S-transferase (GST), considerada uma
enzima de biotransformacdo que auxilia em mecanismos de resposta aos danos causados pelos compostos
quimicos, atuando na conversdo e eliminacdo dos xenobioticos e na defesa celular contra estresse oxidativo.
A enzima catalase (CAT) é importante para atividades de tecidos, como rins e figado. Sendo ela, a
responsavel por proteger a célula contra oxidacdo proveniente da formacdo de produtos de reacdes
secundarias do oxigénio.

E pertencente a classe de serinas hidrolases, a enzima acetilcolinesterase (AChE), responsavel por
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catalisar a hidrolise da substancia neurotransmissora acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas e jungdes
neuromusculares. Nestas sinapses, a ACh atua como um neurotransmissor, um elemento que estad no
neurdnio e que ajuda na passagem de informacdo de um neurdnio para o outro. Conforme explicam Barreto
et al. (2020), a inibicdo desta enzima no interior do sitio ativo provoca perda do controle muscular e pode
acarretar a morte do organismo devido a faléncia do sistema nervoso central (SNC).

Portanto, torna-se notério a relevancia de estudos para avaliar a influéncia dos contaminantes
emergentes nos compartimentos ambientais. Com a auséncia de legislacdes eficientes e de monitoramentos,
faz-se necessario realizar estudos mais aprofundados para quantificar, avaliar os efeitos dos poluentes
emergentes como 0s hormonios presentes nos ambientes aquaticos e possiveis alteracdes desse contaminante
em processos bioquimicos.

Levando em consideracdo esses aspectos, o presente estudo tem como objetivo principal avaliar o grau
de toxicidade da progesterona sintética para a espécie Oreochromis niloticus, a fim de avaliar a atividade das
enzimas catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST) nas branquias e nos figados e da acetilcolinesterase
(AChE) no cérebro dos organismos testados.

2. Materiais e Métodos

O presente estudo foi realizado no laboratdrio de toxicologia ambiental (LABTOX), pertencente ao
Departamento de Engenharia Ambiental e Sanitaria do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) na cidade de Lages, Santa Catarina, Brasil. Referente ao
uso de animais para a pesquisa, utilizou-se os principios éticos e leis estabelecidos pelo Codigo de Etica da
Universidade.

2.1 Aclimatacé&o dos peixes

As espécies de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foram adquiridas através de um criadouro de
peixes da regido serrana de Santa Catarina. Apds a chegada no laboratdrio, os exemplares foram aclimatados
durante 14 dias em um aquério de vidro (Figura 1) com aeracdo mecanica constante, temperatura ambiente
de 25° C e alimentados diariamente. Esta alimentacdo foi composta por ra¢des especializadas para alevinos e
diariamente os reservatérios passavam por uma limpeza total ou parcial pelo método de sifonagem para
manter a condi¢do ideal do ambiente.

Figura 1 — Aclimatacdo dos exemplares submetidos a aeracdo mecénica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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2.2 Exposigéo das espécies a progesterona

Para os testes, os peixes foram transferidos para 5 aquarios de vidro, sendo que foram colocados 6
espécimens em cada meio com uma quantidade de 10 L de agua e aera¢do mecéanica constante. Em relacdo
ao composto utilizado, consistia no farmaco Microvlar® usado como método contraceptivo de baixa dose.
Cada dragea compreendia a combinag&o de dois horménios femininos: 0,15 mg de levonorgestrel e 0,03 mg
de etinilestradiol.

Para as concentracBes finais, foi obtida uma solucdo made com as pilulas de progesterona de
aproximadamente 1,95 mL.L?. Posteriormente, realizou-se célculos para determinacdo do volume
adicionado em cada meio e obtencdo das concentragfes finais utilizadas nos testes, resultando em
concentragdes de 200 pg.L?, 400 pg.L 1, 600 ug.L?t e 800 ug.L?, além do grupo controle.

2.3 Coleta dos tecidos

Ap0s os espécimes de Oreochromis niloticus serem expostos por 96 horas ao contaminante, 0s peixes
foram eutanasiados. O método de eutanasia escolhido consiste em uma incisdo na cervical dos animais que
serve para interromper a conexado entre o encéfalo e a medula espinhal. Seguidamente, realizou-se as coletas
dos seguintes tecidos para determinacdo da atividade enzimatica: branquia, cérebro e figado, os quais foram
armazenados em eppendorf de 1,5 mL. Logo apés, as amostras foram homogeneizadas em um agitador
mecanico junto a uma solucdo tampédo TRIS HCI 1M, pH igual a 8,0 e mantidas em um refrigerador a baixas
temperaturas.

2.4 Atividade Enzimética

Para determinagdo da atividade enzimética dos biomarcadores da Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) levou-se em consideracéo as enzimas acetilcolinesterase (AChE) para analise enzimética do tecido
referente ao cérebro. Para as enzimas catalase (CAT) e glutationa-s-transferase (GST), os tecidos da branquia
e do figado. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de emisséo ultravioleta, modelo T70+ PG
Instruments Ltd., embasado nos protocolos especificos para cada biomarcador.

2.4.1 Atividade Enzimatica Acetilcolinesterase (AChE)

O método utilizado para determinacdo da AChE baseou-se no protocolo de Ellman et al. (1961) que
consiste na determinacdo da taxa de hidrdlise de iodeto de acetilcolina que gera um produto reacional, a
tiocolina. Este produto da catlise enzimética, reage com o anion 5,5-di-tio-2-nitrobenzenato (DTNB)
resultando em um produto de coloracdo amarelada.

Para elaboragdo do procedimento aplicou-se 2 mL da substancia fosfato monopotéssico (0,1 M) em
pH 7; 100 pL do reagente de cor DTNB; 100 pL. do substrato iodeto de acetilcolina e 100 pL. de amostra
homogeneizada. Para a analise utilizou-se cubetas de polipropileno de 4 mL e foram realizadas as leituras no
espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 412 nm, para cada exemplar de tecido cerebral dos
peixes. A atividade da enzima foi expressa em unidades de ACh por miligrama de proteina (umol de ACh
hidrolisada. mg de proteina®. min).

2.4.2 Atividade Enzimatica Catalase (CAT)

Para determinag@o da CAT utilizou-se o protocolo de Beutler (1975), o qual determina a atividade
enzimatica por meio do consumo do peroxido de hidrogénio. Se utilizou para cada amostra 2 mL de solucédo
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tampéo de fosfato monopotéssico (0,1 M) em pH 8; 20 uL amostra e 20 puL do perdxido de hidrogénio.

As leituras foram empregadas através de cubetas de quartzo de 4 ml por meio do espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 240 nm para os tecidos das branquias e figado dos peixes. A atividade
enzimatica da catalase é expressa em unidades de H>O, metabolizado por miligrama de proteina (umolde
H,0, metabolizado. mint. mg de proteina).

2.4.3 Atividade Enzimatica Glutationa-s-transferase (GST)

O protocolo utilizado para determinacdo da atividade enzimética da GST baseou-se no método
proposto por Keen, Habig e Jakoby (1976), que consiste no uso da solucdo tampdo contendo 100 mM de 1-
cloro-2,4-di-nitrobenzeno (CDNB), reagente de cor na reacdo de formacdo de tioésteres quando em contato
com o tiol glutationa reduzida (GSH).

Em cubetas de acrilico com 4 ml foram adicionados 1940 pL. de tampao fosfato monopotassico (0,1M)
em pH 7; 20 puL de glutationa reduzida (GSH); 20 pL de amostra (homogeneizado); e 200 L de CDNB. A
leitura ocorreu por meio de espectrofotometria, para um comprimento de onda de 340 nm. As amostras
foram realizadas para os tecidos das branquias e figado. A atividade da GST foi expressa em unidades de
CDNB conjugado por miligrama de proteina (nmol CDNB conjugado. min™.mg de proteina®).

2.4.4 Proteinas

A determinacdo de proteinas totais tem como principio de relativizar as equacdes propostas para a
atividade enzimatica dos biomarcadores. Ademais, essas proteinas no soro e liquidos biolégicos tem a
finalidade de obtencdo de um conjunto colorimétrico. O método consiste no reagente de biureto juntamente
com as solugdes de sulfato de cobre, citrato trissddico, carbonato de sodio e hidroxido de sédio, reagindo
com as proteinas da amostra, formando um complexo corado de cor azul, adequado a concentragdo proteica
da amostra.

O procedimento consistiu na adigdo em cubetas de polipropileno de 4 mL sendo inseridas 2 mL do
reagente de biureto; 50 uL da amostra; 2 mL do reagente de proteinas com 50 ul. de agua destilada, para
formac&o do branco experimental; e 2 mL do reagente de proteinas totais com 50 uL do reagente de cor para
formac&o da solucdo padrdo. Realizou-se as leituras no espectrofotdmetro em um comprimento de onda de
545 nm acertando o zero com o branco. Posteriormente, obteve-se a medicdo final de proteinas totais
expressas em mg.L™.

2.5 Analise Estatistica

As andlises estatisticas referentes aos resultados das atividades enziméticas dos biomarcadores das
leituras espectrais foram submetidas ao Teste de Levene para averiguar a homogeneidade das variancias.
Subsequentemente, realizou-se a Analise de Variancia (ANOVA), o Teste de Dunnett como um
complemento para o estudo da analise de variancia e verificacbes de possiveis diferencas entre as
amostragens com o grupo controle e posteriormente o Teste de Tukey. Todos 0s procedimentos estatisticos e
confecgdes dos graficos foram executados com o auxilio do software MS Excel®.

3. Resultados e Discussoes

3.1 Influéncia da progesterona em biomarcadores

No estudo as concentracGes testadas para a progesterona foram de O para o grupo controle, 200, 400,
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600 e 800 pg.L. Durante o teste de toxicidade, observou-se um elevado nimero de mortalidade no decorrer
do tempo, totalizando em 14 espécies. Cabe ressaltar que a concentracdo de 800 pg.L™ foi letal para todos os
organismos testados, sendo assim, esta concentracdo ndo sera abordada ao longo do texto, visto que dos
animais mortos ndao tem como realizar as analises dos biomarcadores. Ja referente ao grupo controle foi o
Unico recipiente sem mortalidade, diferente dos demais recipientes, onde todos sofreram alguma influéncia
do composto.

Essa possivel variacdo entre as concentracdes gerou alteragGes fisiologicas nos exemplares, como:
uma maior agitacao entre as espécies, colapsos nervosos, além de uma elevada agressividade. De acordo com
Hartley et al. (1998), em estudos com peixes Oryzias latipes para avaliar os efeitos das substancias com
atividade estrogénica, em concentragdes do hormonio 17B-estradiol de 4,0; 29,4 € 115,6 ug.L* por 48 horas,
aponta que também obteve alteracbes comportamentais entre as espécies testadas e uma elevada taxa de
mortalidade (90%).

3.2 Atividade da AChE no cérebro

A neurotransmissdo mediada pela acetilcolina é primordial para um correto funcionamento do sistema
nervoso central. Conforme relatado por Golan (2009), a acetilcolina é um neurotransmissor primario de
diversos sistemas neurais, notavelmente nas sinapses neuromusculares, no sistema nervoso autbnomo através
do cérebro. Logo, nessas ligacdes colinérgicas, a enzima pode causar a excitacdo ou inibicdo da sua
atividade.

Desta forma, os valores correspondentes a atividade da acetilcolinesterase no cérebro das espécies
testadas, demonstraram diferengas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos experimentais.
Referente ao resultado obtido na ANOVA (p= 0,00012), recorreu-se ao Teste de Dunnett relatando uma
assimetria entre todas as amostragens com o grupo controle, além do Teste de Tukey também apontar essa
diferenca.

Os resultados obtidos estatisticamente, auxiliam na comprovacdo dos dados alcangados no estudo que
representa uma diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase em relagcdo a contaminacdo da progesterona
nos cérebros dos peixes analisados (Figura 2).

Figura 2 - Atividade da enzima acetilcolinesterase nos cérebros dos organismos expostos a progesterona.
ATIVIDADE ENZIMATICA AChE - CEREBRO
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* Refere-se a inibigio da atividade enzimatica da acetilcolinesterase.

Conforme relatado por Petronilho, Pinto e Villar (2011) a inibicdo da atividade da AChE pode estar
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relacionada a uma excitacdo do sistema colinérgico, interagindo com o0s receptores e excitando o terminal
pos-sinaptico, que transmitird esta informacgdo as demais sinapses. Além disso, Huggett et al. (1992) aponta
que as alteragdes causadas com a inibicdo da AChE podem gerar consequéncias sérias a nivel celular. Esta
situacdo pode promover alteracBes nas respostas comportamentais, cognitivas e motoras, como observado
neste estudo. Embora a concentracdo do grupo controle pareca estar muito estimulada, o dado estd em
conformidade com outros trabalhos, que indicam que as atividades dos tratados estejam muito inibidas em
relacdo ao tratamento controle Huggett et al. (1992).

De acordo com Pessda (2010) os contaminantes que interferem na transmissdo colinérgica neural,
podem causar tipos especificos de neurotoxidade, inclusive levar a mortalidade das espécies. Desta maneira,
nota-se que no referido teste houve uma alteracdo da atividade da enzima em relacdo ao contaminante,
principalmente na concentragdio méaxima de 800 pg.L?, gerando um equivalente de 100% na taxa de
mortalidade em relacéo as outras concentragoes.

Além desta elevada taxa de mortalidade, foi possivel verificar alteragdes comportamentais nos peixes,
como uma maior agressividade, principalmente nas concentragdes mais elevadas. Em estudos com as
mesmas espécies, porém com o horménio 17p-estradiol (E2) livre, Silva et al. (2018) mostram que o
contaminante promoveu um aumento na frequéncia de exibicdo dos comportamentos agressivos e interferiu
na mortalidade dos animais.

Diante disso, Fensk (2017) afirma que em espécies como zebrafish expostas ao horménio 17-alfa-
etinilestradiol sofreram variacbes no comportamento dos espécimens, além de torna-los mais agressivos.
Desta forma, aponta que esses distlrbios também ocorrem no sistema enddcrino, alterando niveis de
Estradiol e Testosterona. Sendo assim, Cunha et al. (2016) relatam que em meio hidrico os hormdnios
apresentam um impacto negativo no comportamento dos organismos analisados, podendo colocar em risco,
ndo sé os organismos estudados, bem como vérias espécies e populacGes em desenvolvimento no meio
aquatico.

Posto isto, a inativacdo da AChE tem sido um campo importante no desenvolvimento de agentes
farmacolégicos. Conforme relatado por Sofinati (2018), em exemplares dezebrafish expostos as
concentragdes de horménio sintético 17a-etinilestradiol, explica que mesmo em baixas concentragdes, essas
substancias afetaram pardmetros comportamentais e neuroendécrinos das espécies, e evidéncia gque essas
alteracdes podem promover efeitos negativos na reproducdo e comprometer a manutencdo da espécie no
ecossistema.

Para Ribeiro (2014), o sistema nervoso é um dos tecidos mais atingidos pela agcdo dos hormonios.
Sendo assim, estes contaminantes emergentes podem atuar na liberacdo e no metabolismo de diversos
neuropeptideos e neurotransmissores, influenciar a excitabilidade elétrica, na funcdo sinaptica e nas
particularidades morfolégicas dos neurdnios.

Esse processo indica que os hormdnios podem ativar ou inibir enzimas que agem sobre a sintese de
neurotransmissores, como a acetilcolina. Diante disso, Sofinati (2018) relata que o 17a-etinilestradiol pode
interferir na disponibilidade de colina e acetato para a sintese de ACh, podendo inibir a acetilcolinesterase.
Logo, esta inibicdo causa um dano ao organismo em resposta a toxicidade do horménio, interferindo no
processo bioquimico da enzima.

Desta maneira, torna-se evidente que a presenca de farmacos na agua, destacando a progesterona
usada no presente estudo, sdo compostos que inibem a atividade da acetilcolinesterase em espécies aquaticas.
Posto isto, devido & grande relevancia, torna-se de suma importancia estudos toxicolégicos voltados aos
efeitos dos contaminantes emergentes nos ecossistemas.

3.2 Atividade da GST e CAT nas branquias

Os tecidos branquiais dos peixes sdo vulneraveis aos poluentes aquaticos uma vez que exibem uma
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superficie de contato direto com a agua, possibilitando provaveis contaminagdes.“As branquias sdo 6rgaos
envolvidos na respiracdo, equilibrio osmoético e ibnico, regulagcdo &cido-base, excrecdo de residuos
nitrogenados ¢ modulac¢do de neurotransmissdo em peixes” (Evans, Piermarini & Choe, 2005, p.177). Logo,
as branquias sdo um dos principais 6érgdos-alvo para a acao tdxica de poluentes.

Portanto, avaliou-se a atividade enzimatica da GST e CAT nas branquias dos exemplares expostos a
progesterona. Os resultados estatisticos desta amostragem (Figura 3), exibem que ndo ha diferengas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos amostrais. Desta forma, foi obtido a avaliacdo da
ANOVA (p= 0,33) para a GST e (p=0,09) para a CAT. Posteriormente, recorreu-se ao Teste de Dunnett
relatando uma pequena assimetria entre alguns resultados com o grupo controle em ambos os estudos
enzimaticos, e ao Teste de Tukey que também apontou essas singelas diferengas.

Figura 3 — Atividade da enzima glutationa-s-transferase nas branquias dos organismos expostos a progesterona.
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Na Figura 3, observa-se essas pequenas alteragdes entre as concentragdes da atividade enzimética da
GST nas branquias dos peixes expostos ao hormoénio. Portanto, perante esta contaminacdo a enzima
glutationa-S-transferase consegue suportar a capacidade de resposta antioxidante do composto. Posto isso, €
possivel que a GST em niveis normais nas tilapias possa detoxificar o produto sem necessidade de grandes
aumentos de expressdo. Embora a concentracdo de 600ug/L ™ esteja mais baixa em relacdo ao controle e as
demais concentracdes, ndo houve diferenca estatistica significativa. Porém, podemos considerar que ha uma
tendéncia a reducdo da atividade da enzima em concentracfes mais elevadas de progesterona.

Wendt (2013), obteve resultados semelhantes ao estudo utilizando o hormoénio 17 a-metiltestosterona,
gue ndo mostrou diferencas nas respostas para a GST, relatando ser uma resposta positiva, pois significa que
0 composto utilizado ndo possui constituintes que alteram a atividade enzimatica da enzima.

Sendo assim, os resultados no presente estudo ndo mostraram inducdo da GST, nestas condigOes de
exposicdo. Logo, a progesterona sintética ndo afetou significativamente a producdo metabdlica que compete
com os substratos da GST e ndo obteve grandes influéncias nos mecanismos de manutencdo da homeostase
do Oreochromis niloticus.

Rocha et al 33



Revista Brasileira de Meio Ambiente(v.10, n.2 — 2022)

Figura 4 — Atividade da enzima catalase nas branquias dos organismos expostos a progesterona.
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Em relagdo a Figura 4, para a atividade enzimética da CAT nos tecidos das branquias, observa-se um
aumento na atividade da enzima na concentragdo de 600 pg/L™* do composto. Desta maneira, Valavanidis et
al. (2006) apontam que quando hd um crescimento de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas células, as
defesas antioxidantes enzimaticas podem aumentar a sua atividade como uma resposta, a fim de eliminar ou
neutralizar esses compostos. Em concordancia, Ramos et al. (2014), relatam que um aumento da atividade da
CAT pode ser resultado da geracdo de maiores quantidades de peréxido de hidrogénio, que por sua vez, é
consequéncia de um aumento de EROs.

Para Cogo et al. (2009), a catalase refere-se a um componente de defesa antioxidante primario, e
apresenta elevada atividade quando o organismo esta sob estresse oxidativo, sendo considerada por este um
importante biomarcador em a¢des de monitoramento. Moraes (2008) também afirma que uma elevacdo da
atividade da CAT em nivel tecidual, em peixes, pode significar uma possivel resposta ao antioxidante do
organismo.

Segundo Persch (2015), as enzimas mostram-se eficazes no combate as EROs quando tem sua
atividade aumentada. Sendo assim, Oliveira et al. (2019) explicam que os altos niveis da atividade da CAT
nas branquias podem estar relacionados com o estresse ambiental e com o esforgo para biotransformarem os
poluentes. Da mesma forma que Ventura et al. (2002), sugerem que 0s niveis mais elevados de CAT estdo
relacionados as maiores taxas de desintoxicacdo dos compostos.

Desta maneira, 0s organismos tendem a responder aos contaminantes por meio do aumento da
atividade de desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio e biotransformacdo de xenobidticos. Sendo
assim, é de suma relevancia estudos voltados & anélise da variagdo da atividade da catalase para perceber o
impacto que estes contaminantes emergentes podem exercer sobre organismos aquaticos.

3.3 Atividade da GST e CAT no figado
O figado desempenha um papel importante em relacdo as fun¢des vitais do metabolismo. De acordo

com Ayadi et al. (2015), este 6rgdo representa um principal aspecto de bioacumulacdo, de biotransformagéo
e excrecao de contaminantes nos peixes. Sendo assim, realiza fun¢Bes essenciais como regulacdo, sintese de
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proteinas, armazenamento de energia e excrecdo de xenobidticos.

Desta forma, determinou-se a atividade enzimatica da GST e CAT para o figado exposto ao
contaminante. Referente aos dados estatisticos, os resultados mostraram que ndo ha diferencas significativas
entre as diferentes concentra¢fes experimentais. Portanto, para a avaliacdo obtida na ANOVA (p= 0,18) para
a GST e (p=0,13) para a CAT, recorreu-se ao Teste de Dunnett relatando pequenas diferencgas entre alguns
resultados com o grupo controle em ambos os estudos, além do Teste de Tukey também apontar essas
assimetrias entre os exemplares.

Figura 5 — Atividade da enzima glutationa-s-transferase nos figados dos organismos expostos a progesterona.
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Observa-se na Figura 5, que ndo houve grandes alteraces da atividade enzimatica da GST no figado
dos exemplares. Portanto, neste estudo como ndo foram evidenciadas alteragdes na atividade da GST que
possam indicar que, neste tecido, 0 metabolismo pré-oxidativo da progesterona afetou consideravelmente a
atividade enzimaética dos animais testados. Além disso, no trabalho de Oliveira et al. (2013) referente as
espécies de zebrafish,expostas ao farmaco amoxicilina,em relacdo a atividade da GST também ndo sofreram
alteracoes.

Em contrapartida, a tendéncia de aumento da atividade da GST nos primeiros dias de exposic¢ao,
associada a resposta do metabolismo dos peixes, também foi reportada no trabalho de Yan et al. (2015).
Esses autores enfatizam ainda que a atividade dessa enzima aumenta conforme o aumento dos fatores como
0 tempo de exposicdo e concentragdo de contaminante. Porém, apds esse aumento, foi observado uma
diminuicdo da atividade, e relatam que possivelmente ocorre devido ao consumo dos estoques de GST
relacionado ao substrato e/ou a producdo de metabdlitos (decorrentes do processo de detoxificacdo).

Portanto, pode-se dizer que o composto ndo inibiu a atividade da GST no figado. Sendo assim, nas
concentracdes utilizadas ndo houve grandes alteracGes quanto a atividade enzimatica e/ou a GST consegue
suprir as demandas deste composto. Porém, necessita-se de mais estudos voltados a essa area de pesquisa
para verificar as alteracGes dos contaminantes emergente nos compartimentos aquaticos.
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Figura 6 — Atividade da enzima catalase nos figados dos organismos expostos a progesterona.
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A atividade da enzima CAT no figado tem mostrado pequenas alteragcdes de certa forma positiva em
comparagdo ao contaminante. Além desse estudo, Nunes et al. (2015) apontam em seus testes que a atividade
da CAT no figado de Gambusia holbrooki e Oncorhynchus mykiss sofreu um aumento, quando expostas ao
farmaco carbamazepina.

Martinez (2006) explica que, como as enzimas da catalase estdo nos peroxissomos da maioria das
celulas e estdo envolvidas no metabolismo dos &cidos graxos, € comum ocorrer altera¢cdes na sua atividade,
principalmente no figado. Para Santana et al. (2018) espécies animais, a exemplo da Oreochromis niloticus,
sdo utilizadas no monitoramento de areas poluidas. Durante os monitoramentos, a ocorréncia de variagdes na
atividade da catalase, pode tornar possivel a confirmagéo do alto grau de polui¢do de determinada &rea.

Desta maneira, mesmo com concentrac@es altas de contaminagdes a catalase consegue se adaptar as
condicBes e ativar seus mecanismos de defesa. Sendo assim, consegue suprir 0 dano causado pelo
contaminante e, com isso, 0s resultados reforcam a importancia do uso das enzimas detoxificantes como
biomarcadores, 0s quais tem grandes potenciais para serem utilizadas na sinalizacdo de possiveis focos de
poluicdo ambiental.

5. Concluséao

Os resultados indicam inibicdo da atividade da acetilcolinesterase no cérebro de Oreochromis
niloticus, sendo o resultado mais expressivo do trabalho.

As atividades da catalase e da GST néo foram significativamente afetadas pelo hormonio testado nem
nas branquias e nem no figado. Entretanto, foi observado que para a CAT no figado houve aumento de sua
atividade na concentragdo de 600 pg.L™, isso significa que mesmo em um meio contaminado a enzima
conseguiu ativar seus mecanismos de defesa contra 0 composto.

Posto isso, pode-se concluir que o uso de hormdnios como agente téxico, foi capaz de provocar
alteragdes comportamentais e bioquimicas na espécie testada. Porém como o campo de estudo dos
contaminantes emergentes atualmente ainda € escasso, no que diz respeito aos monitoramentos e legislagdes
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pertinentes, faz-se necessario trabalhos que contemplem essa pesquisa mais a fundo avaliando estes
contaminantes, principalmente a progesterona nos ecossistemas aquaticos.
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