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RESUMO

A ocorréncia de farmacos no meio aquatico tem aumentado consideravelmente nas
Ultimas décadas, causando efeitos bioquimicos, fisioldgicos e comportamentais em
organismos aquaticos. Geralmente, a poluicdo aquatica por farmacos ocorre como
consequéncia das estacdes de tratamento de aguas residuais (ETAR) ndo serem
projetadas para remover completamente esses compostos dos efluentes, que por fim
tém como destino as aguas superficiais. O metilfenidato (MF, principio ativo do
medicamento ritalina®) é um estimulante do sistema nervoso central, recomendado
para pessoas com transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), age
inibindo os transportadores de recaptacao da dopamina (3,4-dihidroxi-feniletanamina;
DA), afim de aumentar os niveis desse neurotransmissor na fenda sinaptica. Estudos
ja detectaram em efluentes a presenca do MF e seu metabdlito, o acido ritalinico, em
concentragdes de ng.Lt. Com isso, o presente trabalho avaliou os efeitos bioquimicos,
moleculares e comportamentais que o MF, em concentracdes ambientalmente
relevantes, pode causar em machos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Peixes
machos foram expostos a 0, 20,100 e 200 ng.L* de MF por 5 dias. Foram avaliados
os efeitos do MF no comportamento agressivo, no sistema dopaminérgico e
serotoninérgico, além nos niveis de transcritos de carboxilesterase e dos receptores
de dopamina e na atividade da carboxilesterase (CbE) no encéfalo das tilapias
expostas a concentragdo de 20 e 100 ng.L* de MF. Além disso, avaliamos enzimas
do sistema de defesa antioxidante, enzimas de biotransformacdo, niveis de
peroxidacao lipidica e atividade das esterases no figado e nas branquias dos peixes
expostos a 20, 100 e 200 ng.L* de MF. Os resultados mostraram que embora o MF
aumente a agressividade dos animais, este efeito parece ndo estar diretamente
relacionado ao sistema dopaminérgico dos animais, dada a diminuicdo das
concentracbes de DA e a auséncia de alteragBes nos niveis de transcricdo dos
receptores de dopamina e tirosina hidroxilase. Também né&o foi relacionado a
alteracdes nos niveis plasmaticos de testosterona. Sugerimos que o0 aumento da
agressividade pode ser uma consequéncia de uma diminui¢ao significativa nos niveis
de 5-HT e DA no cérebro, diminuindo o medo e aumentando a ansiedade dos animais.

Os resultados também mostraram que o efeito da exposi¢cao ao MF foi mais expressivo



nas branquias do que no figado das tilapias. Foi observado uma diminuicdo
concentracdo-dependente tanto na atividade das enzimas antioxidantes como na
atividade das acetilcolinesterase nas branquias dos animais, o que pode ter deixado
0S animais mais suscetiveis ao estresse oxidativo e a efeitos de hiperestimulacéo do
SNC, respectivamente. Observarmos também, uma possivel metabolizacdo do
farmaco devido ao aumento da CbE nas branquias dos animais, porém, ndo houve
alteracdes nas enzimas de biotransformacé&o. A diminuicdo na peroxidacao lipidica no
figado reforca a auséncia de inducéo do sistema antioxidante mediante ao farmaco.
Dessa forma, com o0 aumento do consumo global de diferentes classes de farmacos e
a remocao incompleta desses compostos por ETAR, nossos resultados reforcam a
importancia de estudos que avaliem os riscos que os farmacos, em concentracdes
ambientalmente realisticas, podem causar em organismos nao alvo, assim como, a
importancia de uma melhor eficiéncia na remocdo dos farmacos pelos processos

convencionais de tratamento dos efluentes.

Palavras-chave: farmaco, biomarcadores, neurotransmissores, agressividade, tilapias
do Nilo



ABSTRACT

The occurrence of pharmaceuticauls in the aquatic environment has increased in the
last decades, causing biochemical, physiological and behavioral effects in aquatic
organisms. In general, water pollution by pharmaceuticauls occurs because
wastewater treatment plants (WWTPSs) are not planned to completely remove these
compounds from effluents, releasing these compounds to the surface water.
Methylphenidate (MF, main ingredient of ritalin®,) is a central nervous system
stimulant, recommended for people with attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD), which acts inhibiting dopamine recapitation transporters (3,4-
dihydroxyphenylethanamine; DA ), in order to increase the levels of this
neurotransmitter in the synaptic cleft. Studies have already detected the presence of
MF and its metabolite, ritalinic acid, in effluents in the concentrations of ng.L. Thus,
the present study evaluated biochemical, molecular and behavioral effects that MF, in
environmentally relevant concentrations, can cause in male Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). Male fish were exposed to 0, 20, 100 and 200 ng.L! of MF for 5 days. We
evaluated the effects of MF on aggressive behavior, dopaminergic and serotoninergic
system, in addition to the carboxylesterase and dopamine receptor transcript levels
and carboxylesterase (CbE) activity in the brain of tilapias exposed to the concentration
of 20 and 100 ng.L* of MF. Furthermore, we evaluated enzymes from the antioxidant
defense system, biotransformation, lipid peroxidation levels and esterases activity in
the liver and gills of fish exposed to 20, 100 and 200 ng.L* MF. The results showed
that, although MF increases the aggressiveness of the animals, this effect does not
appear to be directly related to the dopaminergic system of the animals, due to the
decrease in DA levels and the absence of changes in the transcript levels of DA
receptors and tyrosine hydroxylase. It was also not related to changes in plasma levels
of testosterone. We suggest that increased aggressiveness may be a consequence of
a significant decrease in serotonine (5-HT) and DA levels in the brain, decreasing fear
and increasing anxiety in animals. The results also showed that effects of exposure to
MF was more significant in the gills than in the liver of the Nile tilapia. A concentration-
dependent decrease in both antioxidant enzyme activity and acetylcholinesterase

activity in gills was observed, which may have made the animals more susceptible to



oxidative stress and CNS hyperstimulation, respectively. We also observed a possible
metabolism of the drug due to the increase of the CbE activity in the gills of the animals,
but not changes was observed in the biotransformation enzymes. The decrease in lipid
peroxidation in the liver reinforces the absence of induction of the antioxidant system
by the drug. However, with increasing global consumption of different classes of drugs
and incomplete removal of these compounds by WWTP, our results emphasize the
importance of studies that assess the risks that drugs in environmentally realistic
concentrations can cause in non-target organisms, as well as the importance of better

efficiency in the removal of drugs by conventional effluent treatment processes.

Keywords: pharmaceuticauls, biomarkers, neurotransmitters, aggressiveness, Nile

tilapia,
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1. INTRODUCAO
1.1 Farmacos no ambiente aquatico

Toneladas de produtos farmacéuticos sdo utilizadas por ano para prevenir doencas e
recuperar a saude do homem e de animais (BOUND; KITSOU; VOULVOULIS, 2006;
CALISTO; ESTEVES, 2009; GROS; PETROVIC; BARCELO, 2006; JONES;
VOULVOULIS; LESTER, 2004). Segundo a empresa americana QuintilesIMS (2015), o uso
de produtos farmacéuticos alcangard globalmente 4500 bilhdes de doses em 2020,
aproximadamente 24% a mais que em 2015, sendo que o Brasil, juntamente com a China, india,
Russia e Indonésia, estd entre os mercados que se espera ter um maior uso de medicamentos
nos proximos anos (MEZZELANI; GORBI; REGOLI, 2018). Uma consequéncia inevitavel
desse aumento no consumo de produtos farmacéuticos é uma maior descarga no meio ambiente
(CORCORAN et al., 2010).

Os problemas ambientais decorrentes do aumento do consumo de farmacos é uma questao
que comecou a ser avaliada entre os anos de 1960 e 1970 nos Estados Unidos, quando o acido
clofibrico, o &cido salicilico e seus metabdlitos foram detectados em efluentes tratados
(HIGNITE; AZARNOFF, 1977). Com isso, comecaram a ser publicados os primeiros relatorios
referentes a remocdo incompleta de alguns produtos farmacéuticos por estacfes de tratamento
de aguas residuais (ETAR). As ETAR foram projetadas para remover sélidos suspensos e
cargas organicas, e sua eficacia na remocdo de micropoluentes, como farmacos, pode, em
alguns casos, ser insignificante (LOLIC et al., 2015; PETROVIC et al., 2002).

Ap0s a acdo terapéutica, os farmacos muitas vezes sao excretados via urina e fezes na
sua forma inalterada ou como metabolito ativo, e posteriormente descartados em aguas
residuais, e a remocdo incompleta faz com que haja uma descarga continua desses produtos no
ambiente (HALLING-S@RENSEN et al., 1998; LETZEL et al., 2010). Embora muitos

farmacos sejam projetados para modularem a fisiologia e 0 comportamento em humanos, outros
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organismos, como 0s aquaticos, podem também sofrer alteragdes fisioldgicas e
comportamentais quando expostos a esses compostos, 0 que aumenta a preocupagao em relagéo
aos impactos causados por farmacos em espécies aquaticas que vivem perto de emissarios de
aguas residuais (ARNOLD et al., 2013; BOXALL, 2004; CORCORAN et al., 2010).

As aguas residuais urbanas sdo geralmente a maior fonte de farmacos no ambiente
(ANDREU et al., 2016). Porém, esgotos sanitarios e hospitalares (BROWN, 2004,
KUMMERER, 2001; LE CORRE et al., 2012; NEDELEC; ROSENGREN, 2002) residuos
industriais, instalacdes veterinarias (BOXALL, 2004; CAVENATI et al., 2012), disposicao
domiciliar incorreta ((BOUND; KITSOU; VOULVOULLIS, 2006; RUHOY; DAUGHTON,
2008) e lixiviacdo de deposicdes terrestres (por exemplo, solido aterros sanitarios)
(CORCORAN et al., 2010), sdo outras fontes que devem ser consideradas e ndo subestimadas
(MANKES; SILVER, 2013).

Estudos mostram que os farmacos podem estar presentes em &guas superficiais em
baixas concentracdes, de ng.L* a pg.Lt (ANDREU et al., 2016; CHEN et al., 2011; FENT;
WESTON; CAMINADA, 2006). No entanto, mesmo que detectados em concentracdes
relativamente baixas, podem ser persistentes e capazes de atingirem organismos ndo-alvo
gerando efeitos significativos a longo prazo (AGUIRRE-MARTINEZ et al., 2015; BOXALL,
2004; HALLING-S@RENSEN et al., 1998), uma vez que os farmacos sdo produtos lipofilicos,
bioacumulativos e tém baixa pressao de vapor, facilitando a sua dispersdo no meio ambiente
(TORRES et al., 2012). E importante ressaltar que a contaminac&o por farmacos, depende no
apenas das caracteristicas da molécula em questdo, mas também das instalacbes da ETAR,
assim como de outros fatores ambientais (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006; SOLE et al.,
2006).

A literatura nos mostra que representantes de diferentes classes de farmacos, podem ser

encontrados em diferentes compartimentos aquaticos pelo mundo todo. Andreu e colaboradores
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(2016), detectaram 33 amostras de uma lagoa e de canais de irrigacdo da Espanha, contaminadas
por pelo menos um de 17 farmacos encontrados na regido e analisados, sendo que o ibuprofeno
e a codeina foram os mais frequentemente detectados. Matamoros e colaboradores (2012)
também constataram a presenca de 17 farmacos em dois rios no norte da Dinamarca, entre eles
diclofenaco e cafeina. A presenca de analgéesicos também foi detectada em aguas marinhas do
norte de Portugal (LOLIC et al., 2015). O anti-hipertensivo losartana, foi detectado em 100%
das amostras analisadas na Baia de Santos, Sdo Paulo-Brasil (CORTEZ et al., 2018).

Dentre essas classes de farmacos, drogas psiquiatricas também tém sido detectadas em
efluentes de aguas residuais e na superficie da agua (CALISTO; ESTEVES, 2009; FICK et al.,
2017; KLAMINDER et al., 2015; METCALFE et al., 2010; SCHULTZ; FURLONG, 2008;
VERLICCHI; AL AUKIDY; ZAMBELLO, 2012). Sabe-se que muitos desses produtos
farmacéuticos psiquiatricos podem bioconcentrar em tecidos de peixes, especialmente no
cérebro (BROOKS et al., 2003), mas também no plasma, figado e tecido muscular dos animais
(HEYNEN, 2016; SCHULTZ; FURLONG, 2008), afetando multiplos processos biolégicos,
incluindo reproducdo, crescimento, metabolismo, imunidade, alimentacdo, locomocao,

fisiologia e comportamento do animal (FONG; FORD, 2014).

1.2 Metilfenidato

O metilfenidato (metil 2-fenil-2- (2-piperidil) acetato), principio ativo do medicamento
Ritalina®, é um estimulante do SNC prescrito para criangas e adolescentes diagnosticados com
Transtorno de Déficit de Atencdo e Hipertatividade (TDAH) (KIMKO; CROSS;
ABERNETHY, 1999; TEO et al., 2003). Esse composto é formado por quatro isbmeros, um
par d,l-eritro-metilfenidato e um par d,I-treo-metilfenidato. No entanto, somente a mistura
racémica do par de enantidmeros d,I-treo-metilfenidato é usada terapeuticamente por causar

menos efeitos colaterais no paciente (MARKOWITZ et al., 2006; PATRICK et al., 1987).
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Figura 1 - (A) Mistura rancémica do par d,l-treo-metilfenidato (MARKOWITZ, 2003); (B) Isémeros d- e I-treo-
metilfenidato; * representagdo do carbono assimétrico (SUN et al.,2004)

(A) (B)

Espelho
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=
« | 9 ' n P
COCH3 Y =\
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I-treo-metilfenidato d-treo-metilfenidato

Metilfenidato

O efeito terapéutico do MF no tratamento de TDAH esta envolvido principalmente no
aumento do nivel de dopamina (3,4-dihidroxi-feniletanamina; DA) extracelular no cérebro
(CASTELLANOS et al., 1996; VOLKOW et al., 1995). Essa acédo ocorre por que o0 MF se liga
aos transportadores de recaptacdo da dopamina (DAT), bloqueando a volta da DA para a célula
pré-sindptica (GATLEY et al., 1996; VOLZ et al., 2008). A acdo principal do MF é no DAT,
porém, esse farmaco pode atuar nos transportadores da noreprirefrina [(R)-2-amino-1-3,4-
hydroxyethyl; NE) e da serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT), embora em menor intensidade
(GAMO; WANG; ARNSTEN, 2010; SOLANTO, 2002).

Disfuncdo nos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, que possuem funcdes auto-
reguladoras comportamentais, como atencdo seletiva e motivacdo, estdo implicados na
patogénese de TDAH (SOLANTO, 2002). No entanto, o aumento do nivel desses
neurotransmissores no meio extracelular pelo MF, melhora o estado de alerta comportamental
do organismo, que passa a ter um aumento da atividade cerebral, ocasionando melhoras na
concentracéo e coordenacdo motora (HABIBZADEH et al., 2011).

A via metabolica predominante no processo de biotransformacdo do MF ¢ a
desesterificacdo para formar o metabdlito acido ritalinico, farmacologicamente inativo
(PATRICK et al.,, 1987). Esse processo de biotransformacdo, em humanos, ocorre
principalmente no figado por acéo da enzima carboxilesterase CES1A1 (Fig. 2) (PATRICK et

al., 1987; SUN et al., 2004). As carboxilesterases hepaticas humanas desempenham um papel
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importante no metabolismo e na desintoxicacdo de drogas com eéster na composi¢do

(HOSOKAWA et al., 2008; SATOH; HOSOKAWA, 1995).

Figura 2: Metabolizagdo do MF em &cido ritalinico, pela enzima carboxilesterase (MARKOWITZ et al., 2003)
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Em mamiferos, a absorcao de metilfenidato é essencialmente réapida, e o farmaco atinge um
pico de 1 a 2 horas apds a administracdo oral, bloqueando mais de 50% dos transportadores de
dopamina (MODI et al., 2000; SWANSON; VOLKOW, 2002; WARGIN et al., 1983). A
excrecdo pode ocorrer via urinéria ou fecal, sendo que apenas 1% do farmaco excretado é
inalterado (MARKOWITZ et al., 2006). Neste sentido, Letzel e colaboradores (2010),
demostraram que o tratamento bioldgico de aguas residuais ndo é suficiente para eliminar acido
rialinico excretado, uma vez que esse metabdlito foi encontrado em efluentes de aguas residuais
da Alemanha na faixa de 50-170 ng.L, colocando em risco os organismos n&o-alvos presentes
no ecossistema. Baseando-se na potencial contaminagdo dos ambientes aquaticos pelo MF e
sabendo que este farmaco atua no sistema dopaminérgico humano, faz-se necessario, avaliar 0s
potenciais efeitos deste farmaco em animais aquaticos, especialmente no sistema

dopaminérgico desses animais, tais como 0s peixes.

1.3 Dopamina e serotonina
Sabe-se que 0s neurotransmissores S0 mensageiros quimicos que iniciam, amplificam e
modulam os sinais entre os neurdnios e outras celulas do corpo (RICO et al., 2011). Estudos

em peixes mostram que qualquer alteracdo na sintese e funcionamento dos neurotransmissores,
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causadas por exposicdo a agentes estressores, podem resultar em alteragdes comportamentais
nos peixes (BOSCOLO et al., 2018a; DE SERRANO; FONG; RODD, 2016; LEVIN et al.,
2011). O comportamento é o resultado das interacbes de um organismo com seu ambiente
externo, integrando processos fisioldgicos, bioquimicos, metabdlicos e neurolégicos com
fatores ambientais (GRUE, et al, 2002). A DA e a 5-HT, s@o neurotransmissores importantes
associados com uma ampla gama de efeitos fisiologicos no SNC (DAUBERT; CONDRON,
2010) e modulam os efeitos comportamentais em todas as classes de vertebrados.

O sistema dopaminérgico é responsavel pela locomocéo, cognicdo, emocdo (GOLDMAN-
RAKIC, 1998; SCHULTZ; FURLONG, 2008) e esta envolvido também na ativacdo
comportamental, no comportamento motivado e no processamento de recompensas
(IKEMOTO; PANKSEPP, 1999). Portanto, qualquer alteracdo nesses neurotransmissores
devido a exposicéo a poluentes poderia implicar em alteracbes no comportamento agressivo em
peixes (DE BOECK et al., 1995; SMITH et al., 1995). Por outro lado, o sistema serotonina
regula percepc¢do, ansiedade, comportamento sexual, apetite, funcdo, dor (LUCKI, 1998;
PARSEY, 2010) e esta associado com a inibicdo da agressao (VOLAVKA, 1999). A disfuncdo
serotoninérgica tem sido confiavelmente associada a comportamentos agressivos em animais
(COCCARO etal., 1989; MICZEK; FISH; BOLD, 2002; RALEIGH et al., 1991).

O precursor da sintese de DA é o aminoacido tirosina, que é convertido pela enzima tirosina
hidroxilase (TH) em L-DOPA (I -3,4- diidroxifenilalanina). Em seguida, a enzima aminoacido
aromatico descarboxilase (DCC), converte L-DOPA em DA, que € transportada para o interior
de vesiculas secretoras para armazenamento e liberacdo (STANDAERT; GALANTER, 2009)
(Fig. 3A). Uma vez liberados na fenda sinaptica, a DA ativa receptores pos-sinapticos para
poder realizar a neurotransmissdo (BEAULIEU; GAINETDINOQOV, 2011). Os receptores de
dopamina s&o membros da familia de proteinas receptoras acopladas a proteina G, e séo

divididos em duas classes: a classe D1, formada por dois receptores (D1 e D5) e a classe D2,
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formada por trés receptores (D2, D3 e D4) (CALLIER et al., 2003; NURNBERGER et al.,
2004; SURMEIER et al., 2007). O receptor D2 esté localizado na membrana pré-sinaptica e é

responsavel por controlar a quantidade de DA liberada (Fig. 3B).

Figura 3 - Neurotransmissdo dopaminérgica, incluindo o terminal pré e pos-sinaptico. Abreviagfes: ALDH:
aldeido desidrogenase; COMT: catecolamina-O-metiltransferase; DDC: desacarboxilase; DOPAC: acido
diidroxifenilacético; DAT: transportador de dopamina; MAO: monoamina oxigenasse; TH: tirosina hidroxilase
(BARTL et al. (2017) com algumas modificaces)
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O DAT é uma proteina de membrana plasmatica que funciona para transportar o DA
extracelular de volta para o citoplasma das células pré-sinapticas (WAYMENT et al., 2008)
(Fig 3C). A principal atuagdo do MF esta relacionada com a inibig&o do DAT, causando um
aumento nos niveis dessa monoamina na fenda sinaptica (CHALLMAN; LIPSKY, 2000;
EASTON et al., 2007; ROESSNER et al., 2010). Por sua vez, o nivel elevado de DA
extracelular ativa os receptores pré-sinapticos D2, que reduzem a liberacdo da DA durante
o impulso nervoso. Como consequéncia, a ativacdo do receptor D2 pode diminuir a sintese
da enzima TH, e desse modo, diminuir a sintese de DA.

Quando a DA volta para o citoplasma da célula pre-sinaptica, pode retornar as vesiculas

através do transportador monoaminico vesicular (VMAT) para uso subsequente na
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neurotransmissao, ou ainda, pode ser degradada pela acdo das enzimas monoamina oxidase
(MAO) ou catecol-O-etil transferase (COMT) (STANDAERT; GALANTER, 2009). Ou
ainda, a DA pode ser metabolizada em acido diidroxifenilacético (DOPAC) pela acdo da
enzima aldeido desidrogenase (ALDH) (BARTL et al., 2017). Quansah e colaboradores
(2017) mostraram recentemente que em roedores Sprague-Dawley o tratamento agudo com
MF (2,0 mg. Kg?) diminuiu a densidade da VMAT2, enquanto o tratamento cronico
aumentou. Esse estudo sugere que o0s niveis aumentados de VMAT2, pode,
alternativamente, estar associado ao aumento do armazenamento da NE, uma vez que ja se
sabe que a DA é convertida em NE pela enzima dopamina p-hidroxilase (GLASER et al.,
2006). Além disso, observaram que o tratamento cronico MF, melhorou significativamente
a rotatividade do DOPAC no cerebelo.

A serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), pertencente ao grupo das monoaminas
neurotransmissoras, juntamente com as catecolaminas (OLIVIER; VAN OORSCHOT,
2005). Esse neurotransmissor € sintetizado a partir do aminoacido triptofano pela enzima
triptofano hidroxilase (TPH), que converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano. A seguir, a
L-aminoacido aromatico descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano em serotonina

((NADAL-VICENS; CHYUNG, 2009).
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Figura 4: Sintese da serotonina (5-HT) (NADAL-VICENS et al., 2009)

OH
S-Hidmoxitriptofano

HN%NW

=i,
&
OH

5-Hidroxdiriptamina
(Serotonina; SHT)

1.4 Biomarcadores de poluicdo ambiental

O uso de biomarcadores em estudos de monitoramento tem sido uma ferramenta que
possibilita a determinacdo de efeitos adversos causados em organismos aquaticos expostos a
concentracgdes subletais de diferentes tipos de contaminantes (OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003). Dentre esses biomarcadores, os bioquimicos, que analisam as alteragdes nos sistemas
enzimaticos dos organismos, tém sido bastante empregados em estudos de biomonitoramento
ambiental.

Sabe-se que os farmacos passam por um processo de metabolizacdo por enzimas
especificas, e sdo biotransformados em compostos mais facilmente excretados pela célula
(JAKOBY e ZIEGLER, 1990). O grau de metabolizacdo que ocorre pode variar muito entre 0s
compostos; alguns sdo completamente metabolizados, enquanto outros compostos nao sdo
metabolizados e s&o excretados como o composto em sua forma original (CORCORAN et al.,
2010). A biotransformacdo dos compostos quimicos é dividida em duas fases: fase | (reacdes
de oxidacdo, reducdo ou hidrolise) e a fase Il (reacbes de conjugacdo) (OOST; BEYER,;

VERMEULEN, 2003).
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As reacOes de fase | sdo catalisadas por uma familia de enzimas monoxigenases
microssomais, como o citocromo P450 (CYPs), que atuam transformando o composto quimico
original lipofilico em produtos mais sollveis em agua, facilitando a excrecdo dos produtos de
degradacéo (Bucheli e Fent, 1995). Essa familia de CYPs apresenta uma grande variedade de
isoformas nos organismos vivos. A isoforma CYP1A é um dos biomarcadores mais utilizados
para 0S processos ambientais, sendo a etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) comumente
avaliada como indicativo da atividade dessa isoforma do citocromo P450 (OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003). Outra isoforma do P450 utilizada na avaliacdo da contaminacgdo
ambiental é a 7-benzildxiresorufina O-desalquilase (BROD). Enzimas do citocromo P450 sédo
importantes no metabolismo de um grande nimero de drogas terapéuticas (RENTON, 2004).
Estudo com machos roedores Swiss Webster, mostrou que esses animais ao receberam 5 e
10mg/dia/kg de MF durante 14 dias, tiveram uma inibicéo de até 50% da atividade catalitica e
dos niveis proteicos de CYP450 em células hepéticas (NEDELEC; ROSENGREN, 2002).

A fase Il da biotransformacéo envolve a adicdo de um ligante enddgeno, geralmente um
grupo polar ao composto quimico parental ou a seus metabdlitos, para facilitar sua excrecao
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Como exemplo de enzimas da fase Il temos a
glutationa tranfesrase (GST), que catalisam as reacGes adicionando a glutationa reduzida (GSH)
ao composto original ou metabdlito resultante da fase I, originando um conjugado de glutationa

gue sera excretado em uma terceira fase (fase Il1) (Fig. 5).

Figura 5 - Esquema simplificado das fases | e Il da biotransformacao e fase I11 de excrecdo. (NOGUEIRA
etal., 2013)
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Durante o processo de biotransformacdo dos farmacos, pode aumentar a formacéo de
espeécies reativas de oxigénio (ERO), que correspondem aos produtos da reducdo do oxigénio
molecular (O2), como o radical &nion superdxido (O2™), o radical hidroxila ("OH) e o peroxido
de hidrogénio (H202) (Reacdo 1) (STEGEMAN, 1993), que também sdo constantemente
produzidas no organismo durante o processo de respiracdo celular (NORDBERG; ARNER,
2001). No entanto, quando presentes em excesso no organismo, as EROs podem causar danos
as biomoléculas levando a inativacdo enzimatica, oxidacdo das bases do DNA, degradacdo de
proteinas e peroxidacdo lipidica (LIVINGSTONE, 2001), gerando um quadro de estresse
oxidativo no organismo.

0, — 0," —* H,0, — *OH + OH" — 2H,0 (Reacdo 1)

As células possuem um sistema de defesa antioxidante, enzimaticos e nao-enzimaticos,
gue atuam para combater as ERO e minimizar os danos oxidativos causado por esses produtos
(LOPEZ-BAREA; PUEYO, 1998). O estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producéo de
ERO excede a taxa de sua decomposicao por sistemas antioxidantes, levando a um aumento do
dano oxidativo em diferentes alvos celulares (ALMEIDA et al., 2005; SAKURAGUI et al.,
2013). As enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sdo enzimas
especificas que catalisam reacdes que transformam as EROs em moléculas ndo reativas,
contribuindo no controle do estresse oxidativo (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

As CATs séo enzimas que facilitam a remocéo do H202, que é metabolizado em O e
agua. Por outro lado, a GPx além de catalisar a reducao de H2O>, reduz também os peroxidos
lipidicos (ROOH). Uma diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes pode indicar que a
capacidade antioxidante foi suprimida, favorecendo a ocorréncia de processos oxidativos, como

a peroxidagdo lipidica (LU; YANG; LI, 2013). A peroxidacéo lipidica € um processo no qual
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as membranas celulares sdo oxidadas pelas ERO, levando a formacao de produtos secundarios
como o malondialdeido (MDA), que € amplamente usado como indicador de injUrias causadas
por estresse oxidativo (ALMEIDA et al., 2005; OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) (Fig.
6).

Figura 6 - Esquema simplificado da produgdo de ERO no metabolismo de detoxificagdo em situag&o de estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica.
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A inibicdo de B-esterases, tais como carboxilesterases (CbE) e principalmente a
acetilcolinesterase (AChE), também tem sido utilizada como indicativo da presenca de
farmacos no ambiente (FONTES et al., 2017; LIONETTO et al., 2013). A enzima AChE é
predominante entre todas as formas colinesterasicas existentes nas espécies de vertebrados
(NUNES, 2010). Essa enzima hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina (ACh) a acetato e colina
nas sinapses colinérgicas, durante o impulso nervoso (BAINY et al., 2006; LIMA; ROQUE;
ALMEIDA, 2013). Desta maneira, quando a AChE ¢é inibida ocorre um acumulo de ACh na
fenda sinéptica causando hiperestimulacdo dos receptores de ACh que altera a contragédo
muscular normal (VIOQUE-FERNANDEZ; ALVES DE ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2009)
resultando em efeitos neurotoxicos deletérios nos organismos, podendo causar a morte do
mesmo (PEAKALL, 1992). Porém, o papel fisioldgico atribuido a AChE néo se limita apenas
a regulacdo de neurotransmissdo, e pode afetar também os processos diferenciagdo neural

(GREENE; RUKENSTEIN, 1981).
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As CbE, tanto em vertebrados como em humanos, estéo envolvidos no metabolismo de
farmacos, especialmente, aqueles administrados em uma forma de éster (REDINBO; POTTER,
2005; POTTER; WADKINS, 2006), e tém sido consideradas um biomarcador de efeitos
neurotoxicos nos organismos. As CbE sdo uma familia de isoenzimas (CES1, CES2, CES3)
(SATOH; HOSOKAWA, 1995), que catalisam a hidrolise de acidos graxos provenientes de
compostos quimicos, via adi¢cdo de uma molécula de agua ( MYERS et al. 1988). Em humanos,
sabe-se que o MF é metabolizado no figado pela CES1A, porém, ndo ha estudos que confirmem
a participacdo dessa enzima na metabolizacdo desse farmaco em peixes, o que faz dessas
analises importantes biomarcadores para identificar efeitos deletérios causados pela
contaminacdo por farmacos.

Além das analises enzimaticas, variagdes moleculares também sdo rotineiramente
utilizadas como biomarcadores na avaliacdo do impacto de poluentes ambientais (NIKINMAA,;
RYTKONEN, 2011; REGOLI; GIULIANI, 2014). Mecanismos que regulam a sintese,
processamento, transporte, traducdo e estabilidade de RNAmM sdo pontos criticos na fungédo
celular (MAIER; GUELL; SERRANO, 2009). No entanto, todas as etapas da via de expressio
génica podem ser reguladas pelas condi¢cBes ambientais e pela exposicdo a contaminantes
ambientais (NIKINMAA; RYTKONEN, 2011). Por exemplo, EROs, como H:0,, sio
conhecidas por interferir na sintese de RNAm de CYPs (RISSO-DE FAVERNEY et al., 2000),
prejudicando os processos de biotransformagao da célula e tornando o individuo mais suscetivel
aos efeitos negativos da intoxicacdo. Por outro lado, essa interferéncia pode ocorrer também a

nivel pos-transcricional pelo aumento da degradacdo do RNAmM,

1.5 A tilapia como organismo teste
Organismos aquaticos como peixes, sdo capazes de bioacumular poluentes direta ou

indiretamente devido, principalmente, a ingestdo de contaminantes lancados em corpos
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aquaticos (MATSUMOTO et al., 2006). A tilapia-do-Nilo (Figura 7) (Linneaus, 1758), é uma
das especies tropicais e subtropicais mais importantes economicamente, de manejo facil e
grande sensibilidade frente a poluentes ambientais, o que a tornou um modelo biolégico muito
utilizado em diversos estudos para determinar a toxicidade de substancias presentes nos
ambientes aquéticos (BOSCOLO PEREIRA et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2011; TRIDICO
et al., 2010). As tilapias apresentam padrbes de comportamentos sociais e estabelecem
hierarquia de dominancia e subordinacdo dentro do territério habitado pelo grupo
(GOLDSTEIN et al., 1988), portanto, sdo consideradas modelos excelentes para explorar 0s
efeitos dos contaminantes ambientais no comportamento agressivo dos peixes (BARRETO;
BOSCOLO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2015; BOSCOLO et al.,, 2018b; BOSCOLUO;

MORAIS; GONCALVES-DE-FREITAS, 2011).

Figura 7 - Oreochromis niloticus (Til&pia do Nilo)

A historia comportamental das interacdes agressivas € um fator preponderante na
determinacdo resposta ao estresse socialmente mediada na tilapia do Nilo (ALVARENGA;
VOLPATO, 1995). Estudos indicam que neurotransmissores, como a DA influenciam a
agressividade por meio da modulacdo da atividade da 5-HT, o neurotransmissor chave do
comportamento agressivo em peixes (BOSCOLO et al., 2018b; DE ALMEIDA et al., 2005;
NELSON; CHIAVEGATTO, 2001). Esta inter-relacdo pode ser afetada pela presenca de
poluentes ambientais que atuam no sistema dopaminérgico e serotoninérgico, como o MF que

afeta as interacOes agressivas entre 0s peixes.
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O ensaio de agressdo por espelho é um método rapido para avaliar comportamentos
agressivos em peixes (ELWOOD et al., 2014; MCCALLUM et al., 2017). Ainda, pode-se dizer
gue no contexto da pesquisa de personalidade, o uso de espelhos para avaliar a agressividade €
ainda uma técnica com meérito, particularmente, porque evita a necessidade de enfrentar um
adversario real, consequentemente, evita problemas de bem-estar que surgem entre dois animais

colocados juntos, onde um pode prejudicar a sadde do outro (ELWOOD et al., 2014).
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos bioquimicos, moleculares e comportamentais que o metilfenidato, em
concentragfes ambientalmente relevantes, pode causar em machos de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus).

2.2 Objetivo especifico

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (CAT e GPx), enzimas de biotransforacédo
(EROD e BROD), niveis de peroxidacao lipidica (TBARsS) e esterases (AChE e CbE) no figado
e nas branquias das tilapias e a CbE no encéfalo das tilapias.

- Avaliar os efeitos do metilfenidato nos niveis da dopamina e serotonina e verificar a relacdo
desses resultados com o comportamento agressivo dos animais.

- Avaliar os niveis dos transcritos de genes dos receptores D1, D2 e D5 da dopmina, assim
como dos transportadores de DA, das isoformas da enzima carboxilesterase (CES 2 e CES 3) e

da enzima tirosina hidroxilase no encéfalo das tilapias.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS

A metodologia e os resultados desse estudo estardo descritos no decorrer dos dois
capitulos apresentados a seguir. Os dois capitulos sdo referentes ao mesmo experimento, porém,
devido aos elevados custos das analises moleculares e a escassez de verba para a pesquisa,
optamos, no capitulo 1, por avaliar apenas os niveis de transcritos dos peixes controle e expostos
as concentracdes de 20 e 100 ng.L™* de MF. No capitulo 2, focado em biomarcadores
bioquimicos, além desses grupos, um outro grupo exposto a 200 ng.L™* de MF foi também

avaliado.

Capitulo 1: “Effects of methylphenidate on the aggressive behavior and brain

dopaminergic system of male Nile tilapia (Oreochromis niloticus)”

Artigo submetido na revista Chemosphere, como pré requisito exigido pelo Programa de Pos

Graduacao em Biociéncias, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, UNESP/IBILCE

Capitulo 2: “Avaliacdo de biomarcadores bioquimicos em tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus) expostas ao metilfenidato”
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Capitulo 1

Effects of methylphenidate on the aggressive behavior and brain dopaminergic system of
male Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
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Abstract

The occurrence of pharmaceuticals in the aquatic environment has increased considerably in
the last decades, causing negative biochemical, physiological and behavioral effects in aquatic
organisms. In this context, in this study we evaluated the effects of methylphenidate (MPH) on
the aggressive behavior, dopaminergic and serotoninergic system, monoamine levels, and
carboxilesterase transcript levels and activity of male Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Fish
were exposed for 5 days to MPH at 20 and 100 ng.L™ (single dose exposure). Fish exposed to
100 ng.L* of MPH showed increased aggressiveness and decreased dopamine (DA) and
serotonin (5-HT) levels (2.4- and 3.9-fold, respectively). No changes were observed in plasma
testosterone levels and in the transcript levels of genes of dopamine receptors (D1, D2 and D5),
tyrosine hydroxylase (TH), dopamine transporter (DAT), and carboxylesterase 2 (CES2),
despite the transcript levels of carboxylesterase 3 (CES3) was downregulated at 100 ng.L™ of
MPH. Carboxylesterase activity was also unchaged. The results suggest that although MPH
increased the aggressiveness of animals, this effect was not related to the dopaminergic system,
but a consequence of a significant decrease in 5-HT and DA levels in the brain, possibly related
to decreased fear emotions and increased anxiety. Possible effects on noradrenergic system
should be not disregarded, but this remains to be further investigated.

Keywords: Nile tilapia, methylphenidate, aggressiveness, dopaminergic system, serotonin.

Highlights

Nile tilapia was exposed methylphenidate (MPH).
MPH increased the aggressive behavior of tilapia.
MPH decreased brain dopamine and serotonin levels.

MPH did not alter dopamine receptor and tyrosine hydroxylase mRNA levels.

1. Introduction
Prescriptions of anxiolytic and antidepressant compounds for treatment of behavioral

disorders have substantially increased in last decades. As a consequence, the amount of these



40

pharmaceuticals and their metabolites in wastewater and, consequently, in surface water have
also increased [1-5]. After reaching the aquatic environment these compounds may interfere
with the ecosystem affecting non-target organisms, leading to physiological and behavioral
alterations, even at low concentrations (i.e. ng.L ™) [6-8]

Methylphenidate (MPH), the active component of Ritalin® formulation is a stimulant of
the central nervous system (CNS), and is one of the most prescribed drugs in the last 50 years
for children and adolescents diagnosed with attention deficit hyperactivity disorder (ADHD)
[9-11]. Significant amounts of this compound and its metabolite, ritalinic acid, has been
reported in aquatic environment [12,13], however there are still few studies focused on the
negative effects of these compounds to aquatic organisms.

Most psychostimulants, including MPH, are known to interact with monoamine-
responsive neurons of the CNS [14,15]. Pharmacogenetic studies have reported genes related
to the dopaminergic system as a primary site of action of MPH [16]. MPH may bind to the
dopamine reuptake transporter (DAT) present in presynaptic membrane [17] blocking the
reuptake of both dopamine (3,4-dihydroxyphenylethanamine; DA), norepirephrine ((R)-2-
amino-1-3,4-dihydroxyphenyl; NE) [18,19], and in a lower proportion, serotonin (5-
hydroxytryptamine; 5HT). By inhibiting the presynaptic reuptake and, consequently, increasing
the amount of these neurotransmitters in the synaptic cleft [20,21], MPH improves the
behavioral alertness of the organism [12]. In mammals, behavioral effects of MPH peak 1 to 2
hours after administration and tend to dissipate in 3 to 5 hours. MPH biotransformation occurs
mainly in the liver, generating ritalinic acid as the main inactive metabolite [22], by action of
the enzyme carboxylesterase CES1AL1 [23].

Previous studies showed that Danio rerio embryos exposed to 50 mg. L™t of MPH for
five days presented increased brain levels of DA, NE and 5-HT accompanied by changes in
swimming speed in the novel tank behavior test [24]. Kristofersdottir et al. [25], observed a
reduction of mobility in D. rerio exposed to three doses of MPH (4.62, 9.25 and 18.50 umol),
suggesting a possible toxic effect in the fish caused by MPH exposure. Moreover, MPH
improved the exploratory behavior of the fish Poecilia reticulata to novelty, probably due to
an increase in DA levels [26].

DA and 5-HT play a key role on the development of the CNS of vertebrates [27]. The
dopaminergic system is related to synaptic transmission of motor function, cognition, emotion,
hormonal homeostasis and neuroendocrine secretion [28,29]. Nonetheless, according to Gamo
et al. [30] the excessive release of catecholamines, either due to stress or exposure to stimulant

drugs, impairs functions of the limbic system. In addition, it has previously reported that an
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increase in DA levels may be associated to increase of aggressive behavior in rats after omission
of scheduled reward [31]. Increased DA levels due to exposure to the pollutant exposure (the
herbicide diuron and diuron metabolites) were also associated with increased aggressiveness in
male Nile tilapia, an effect that was also possibly related with a positive DA modulation of
testosterone levels [32].

The first step in DA synthesis is the conversion of the amino acid tyrosine into L-DOPA
(1,3,4-dihydroxyphenylalanine or levodopa) by the action of the enzyme tyrosine hydroxylase
(TH). This step is the most important for the synthesis of DA and other catecholamines, such
as NE. Thereafter, the conversion of L-DOPA in DA is performed by the enzyme aromatic L-
amino acid decarboxylase [33]. The physiological actions of DA are mediated by five G
protein-coupled receptors. In mammals, these receptors are divided into D1 class (D1 and D5
receptors) and D2 class (D2, D3 and D4 receptors), based on the ability to modulate cyclic
adenosine monophosphate (CAMP) production and due to differences in their pharmacological
characteristics [34,35]. Several studies reported the influence of D1, D2 and D3 receptors on
the modulation of aggressiveness in mammals [36,37].

5-HT can regulate perception, aggressiveness, anxiety, reproduction, appetite and pain
[38], therefore influencing sensitivity to environmental factors [39]. Several studies showed
that high levels of 5-HT may decreased the aggressive behavior in different species [40]. The
neurotransmitter 5-HT belongs to the group of monoamines along with catecholamines [41],
and is synthesized from the amino acid tryptophan by the enzyme tryptophan hydroxylase
(TPH), which converts tryptophan to 5-hydroxytryptophan. Next, the aromatic L-amino acid
decarboxylase converts 5-hydroxytryptophan into serotonin [33].

Taking into account previous findings that shows that MPH promotes alterations in the
dopaminergic system in vertebrates nervous system [24,30], and that the dopaminergic system
is an important modulator of aggressive behavior in fish [32], in this study we were interested
to evaluate the possible relationships between MPH effects on the aggressive behavior and
biochemical and molecular makers of brain dopaminergic system in male Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). We hypothesized that MPH exposure for five days at environmentally
relevant concentrations would be able to block the DA transporters, increasing the DA level in
synaptic clef of the fish brain neurons, causing an exacerbated stimulation of the postsynaptic
DA receptors, and increasing aggressiveness of the fish. In response to these effects on the
dopaminergic system, we also hypothesized that neurons would trigger the modulation of
transcription of genes of DA receptors and DA transporter, as well as the gene of the key

enzyme of DA synthesis (TH). Moreover, we checked if possible alterations on brain DA levels
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correlates with plasmatic T levels and/or brain 5-HT levels. Finally, considering that MPH is
metabolized by carboxylesterases (CbE), we also checked if MPH exposure affects the

transcript levels and the enzymatic activity of this enzyme.

2. Methods

2.1. Animals and housing

Adult males of O. niloticus with similar size (12.9 + 1.2 cm, 61.4 + 18.2 g) were obtained from
an aquaculture facility of the S&o Paulo State University (UNESP), Sdo José do Rio Preto,
Brazil. Fish were randomly selected and acclimatized for 30 days in 500 L tanks (5 L per fish),
under constant aeration at 27 °C, and 12L:12D photoperiod (Boscolo et al., 2011). Animals
were fed twice a day with a commercial food (Guabi-Pira/Brazil). This study was conducted in
agreement with the precepts of National Council for the Control of Animal Experimentation
(CONCEA) and was approved by the Ethics Committee for Animal of UNESP, S&o José do
Rio Preto, SP, Brazil (protocol n°® 109/2015).

2.2. Methylphenidate exposures

After the acclimatization period, fish were randomly divided in three groups of nine fish (N=9)
that were individually placed in aquariums containing 17 L of dechlorinated tap water. The fish
were exposed for five days to the following treatments: one control group (without MPH), one
group exposed to a single concentration of 20 ng.L* of MPH, and one group exposed to a single
concentration of 100 ng.L* of MPH. To our knowledge, there are no studies reporting average
MPH concentrations in natural aquatic environments. Thus, the concentrations of MPH used in
this study were chosen based on a study in Sweden sewage treatment plants that estimated MPH
load per capita as being 1 to 25 ug.day* [42], despite the actual final concentration in effluents
were not evaluated. In another study, Letzel et al. [12] reported that the concentration of ritalinic
acid, the main metabolite of MPH, in the wastewater effluents in Germany were in the range of
<50-170 ng.L™%, corresponding to a mean specific load per capita of 17.7 pg.day*. Considering
similar per capita loads of MPH in Sweden and of ritalinic acid in Germany, we estimated that
MPH levels in German effluents would be similar to ritalinic acid concentration in effluents
from Sweden. It should be also considered that in Brazil (207.7 million inhabitants), similar to
other countries, about 50% of sewage does not receive any kind of treatment, being directly
discharged into the aquatic environments. So, despite data about MPH concentrations in natural
aquatic environments is lacking, we choose concentrations that would represent, at least, a worst

scenario of MPH contamination.



43

Methylphenidate (>98% purity, Sigma-Aldrich, CAS: 1219804-02-0) was dissolved in
acetone (>98% purity, Sigma-Aldrich, CAS 67-64-1) and added to exposure aquaria to achieve
selected concentrations at a final acetone concentration of 0.001% (v/v). In order to minimize
the solvent effects, control group were also exposed to same volume of acetone.

The fish were fed during the experimental period with same ration used in the
acclimatization period, corresponding to 3% of biomass, offered once a day. The photoperiod
remained 12:12 h and no differences were observed in water dissolved Oz (5.3 + 1.4 mg.L™?),
pH (7.8 + 1.1), temperature (25.8 + 1.6 °C) and unionized ammonia (0.09 + 0.05 mg.L™t), among
the experimental groups, during five days of exposure.

2.3. Behavior trials

In the last two days of the MPH exposure period, the aggressive behavior of the fish was
evaluated by mirror tests. The aquariums in which the fish were placed had all lateral walls
covered by blue adhesive plastic to block visual contact between animals from different
aquariums, also avoiding excessive cortisol production by the fish [43]. One mirror (12 x 16
cm; width x height) was placed in the posterior wall of the aquarium to evaluate the aggressive
interactions of the fish with their self-images. The fish were then filmed during 10 min at the
4" and 5™ day of exposure to MPH (the test was repeated in consecutive days to check the
consistency of the test). The aggressive interactions were analyzed using the ethogram proposed
by Barreto et al. [44] for Nile tilapia, and expressed as the total frequency of displays and
attacks.

2.5. Blood collection and testosterone analysis
After the behavioral tests, animals were captured and anaesthetized with benzocaine (9

mg. L) for blood sampling, using a hypodermic needle and heparinized syringes (Liquemin,
Roche, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Blood was centrifuged at 3.000 g for 10 min and then the
plasma was collected and frozen at —20 °C. Testosterone levels were assayed in the plasma
samples by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) using a commercial kit (IBL-
Immuno Biological Laboratories, Hamburg, Germany) validated for GIFT Nile tilapia [45],

according to the methods described by Brown et al. [46].

2.5. Neurotransmitter analyses
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Following blood sampling, animals were euthanized by a lethal dose of benzocaine (28
mg. L), and had their brain removed, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80
°C. The monoamines DA and 5HT were analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC) according Benedetto et al. [47], with minor modifications. Brain samples were
individually weighted (20 mg) and homogenized in 200 pL of perchloric acid (0.2 pM) with
cysteine (3 mM). The homogenate was centrifuged (12,000 g, at 4 °C for 10 minutes) and the
supernatant was filtered through a 0.22-um filter and kept 5 minutes in ice. Subsequently, 10
ML of the filtrate was injected into the HPLC system (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan),
consisted of one CBM20A communication bus module, two LC20AD-XR pumps, one
DGU20A3 R degassing unit, one SIL20AC-XR auto sampler, and one CTO20AR column oven.
The components of the sample were separated in an ACE C18 column (250 x 4.6 mm, 5 pm)
and the column was maintained at 35 °C during analyses. The mobile phase (acetic acid 12
mM, Na>-EDTA 0.26 mM, with 10% methanol) was pumped at an isocratic flow of 1 mL min
!, The monoamines were monitored with a fluorescence detector (Shimadzu, model RF-20 A)
set with wavelength of 279 nm of excitation and 320 nm of emission. Chromatogram
monitoring and peak identification and quantification were performed using the LAB Solutions
5.71 software (Shimadzu Corporation). The concentrations of monoamines were calculated
based on a calibration curve prepared according to same procedure described above for the
samples using authentic DA and 5HT standards (>98% purity, Sigma-Aldrich Chemical; St.
Louis, MO, USA).

2.6. Carboxylesterase assay

Brain pieces were individually homogenized in 1:4 (w/v) buffer (0.1 M TRIS-HCI, pH
8.0), centrifuged at 10.000 g for 30 min at 4 °C and enzymatic activity was quantified in the
supernatant (cytosolic fraction). The esterase activity was measured according to Ellman et al.
[48], monitoring the formation of the product of the reaction between the thiol-derivative of the
substrate phenylthioacetate with 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) at 412 nm and
25 °C. Total protein concentration was quantified according to Bradford [49], using bovine
serum albumin as standard. Quantification of enzyme activity and protein concentrations were
performed on Victor TM X3 (Perkin Elmer) microplate reader and enzymatic activity was

expressed in U/mg of protein.

2.7. Total RNA isolation and cDNA synthesis by reverse transcription
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Total RNA was isolated from brain samples using TRIzol (Invitrogen), according to
manufacturer's protocol, with minor modifications. Samples were manually disrupted with a
pistil in 1 mL of TRIzol. After homogenization, homogenates were maintained at room
temperature for 1 h. Chloroform was added to the tube to separate aqueous and organic phases
by centrifugation. The RNA contained in the aqueous phase was precipitated by addition of
isopropanol, pelleted and washed with ethanol 75% before being dissolved in RNase-free water.
RNA concentration and quality were measured in a spectrophotometer NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). For reverse transcription 1 pg of total RNA was
treated with DNase and reverse transcription were performed using QuantiTect Reverse

Transcription kit (Qiagen). Samples were diluted and stored at -20 °C.

2.8. Primers design and real time quantitative PCR analysis
For analysis of relative levels of gene transcripts, by quantitative real time PCR (QPCR),
nine sequences of O. niloticus were selected from National Center for Biotechnology

Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Primers for qPCR were designed using

Primer Quest software and the quality parameters were analyzed in OligoAnalyzer tool,
availables at www.idtdna.com (Integrated DNA Technologies). Primer pairs of the selected
genes are shown in Table 1.

Table 1: Selected genes and their predicted molecular functions and primer sequences

Gene name Symbol Primer sequence 5' - 3° Function

Carboxylesterase 2 CES2 F-CACAACTTTGGAGGAGACCCAGGATTAG Hydrolysis of ester-
and amide-bond-
R - CTCAGCAATGGCACGGTGAAACA endogenous organic
compounds
Carboxylesterase 3 CES3 F-GCAGCCTTGAAAGCACAAAGAAGATCAG Hydrolysis of ester-
and amide-bond-
R - ACGAAACAGCTCATCCACAGGTTTAGTC endogenous organic

compounds
Dopamine receptor 1 DR 1 F - CATGGAAGGCAGCGACAGAGATTG Dopamine
R - AGATGGAGGCAGTGGAGCACATTA receptor
Dopamine receptor2 DR 2 F - ACCCTTCATCATCACTCTGCTCGT Dopamine
R - CTGAGAGACACGCTGCTTTGGTTT receptor
Dopamine receptor 5 DR 5 F - GGAACAGCACTGAAAATGAGGCAA Dopamine
R - GCAGGGTCCATAGGATAAGCAGAGAAA  receptor
Dopamine transporter DAT F - TGACTCCAACTCCGACTCAGACTAAC Dopamine transporter
R - CCTCCAGACATTTGCCAGATCCA
Tyrosine hydroxylase  TH F - AACCAGCTCCACATCCTCCACAAA Catecholamine
R - CTCTGCCGTCTACCGACGAATCT biosynthesis
Normalizing genes
B-actin ACT F - CGAGCTGTCTTCCCATCCA Cytoskeletal protein
R - TCACCAACGTAGCTGCTTTCTG
Elongation factor-1-  EF1 F - CTGGAGGCCAGCTCAAACAT Protein synthesis

R - ATCAAGAAGAGTACCGCTAGCATTAC
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The transcript levels of selected genes were analyzed by gPCR using QuantiNova SYBR Green
PCR Kit (Qiagen). Real time reactions were performed with 100 ng of cDNA and 0.7 mM of
each primer, per reaction, using a Rotor-Gene TM 6000 thermocycler (Qiagen). The gPCR
amplification was performed using the fast 2-step cycling program as follows: 2 min at 95 °C
(activation) followed by 40 cycles of 5 s at 95 °C (denaturation) and 10 s at 60°C (annealing
and extension). The PCR product was subjected to melting curve analysis to verify the
specificity of the products formed for each gene. gPCR efficiency (E) was determined for each
primer pair and checked by running a cDNA calibration curve. The 2% method was used to
test and choose reference genes [50]. To ensure a robust normalization of each gene of interest,
geometric mean of two reference genes was calculated (ACT and EF1) and all data were

normalized relatively to control group.

2.9. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the software Statistica 8.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK, USA). The normality of the data was verified using Normal Probability Plots of
Residuals while homoscedasticity was checked by Levene's test, assuming a significance level
of 0.05.

Outliers were identified by the Box plots test and the values were replaced by the median
of the respective group, when appropriated. Experimental groups were compared by the General
Linear Model (GLM) for parametric data [51,52]. When appropriate, we applied Fisher post
hoc test to evaluate any significant difference among groups. The graphs were made using
GraphPad Prism version 5.01 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and the
data were expressed as mean = 95% confidence intervals of their biological values and P < 0.05

was considered statistically significant [51,52].

3. Results
3.1. Behavior trials

Exposure to 100 ng.L* of MPH significantly altered fish behavior, increasing of
aggressiveness when compared to the control group (0.49-fold) and to the group exposed to 20
ng.L? (1.92-fold) (Figure 1). Exposure to 20 ng.L! of MPH did not change the aggressive

behavior, compared to the control group.
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3.2. Neurotransmitter and testosterone levels

The levels of the neurotransmitters DA and 5-HT in the brain of control fish and fish
exposed to MPH for 5 days are shown in figure 2. DA and 5-HT levels were significantly lower
(2.4- and 3.9-fold, respectively) in the groups exposed to 100 ng.L™ of MPH compared to the
control group. 5-HT levels were also significantly lower (4.13-fold) in the group exposed to
100 ng.L* when compared to the group exposed to 20 ng.L™t. We did not observe differences

in testosterone levels among the experimental groups after 5 days of exposure (Figure 2).

3.3. Gene transcription and CbE activity

The results showed that there were no differences in the transcript levels of any of DA
receptors genes analyzed. Furthermore, we did not observe differences in DAT and in TH
transcript levels (Figure 3). Regarding to CES transcript levels, only CES 3 was 1-fold lower in
the group exposed to 100 ng.L* compared to the control group. Moreover, CbE activity did not

show any differences among the experimental groups.

4. Discussion

In mammals, MPH is an inhibitor of DA and NE reuptake, blocking the capture of these
catecholamines by the pre-synaptic nerve cell terminations, and thus preventing them from
being removed from the synaptic space [53-57]. As a result, extracellular DA and NE remain
active for longer in the synaptic clefts, significantly increasing their effects on the respective
postsynaptic cell receptors. In the present study we tested the hypothesis that MPH at
environmentally realistic concentrations in water could exert its effect on the blockade of the
DA reuptake of Nile tilapia, therefore exacerbating its effects in the brain, especially those
effects related to the aggressive behavior of this fish, since DA is a neurotransmitter directly
related to the modulation of this type of behavior in male tilapia.

Aggressive interaction is an important factor for the establishment of the dominance
hierarchy in cichlid fish, ensuring access to limited resources [45,58,59]. Therefore, changes in
aggressive behavior due to presence of toxic compounds may lead the organism to the inability
to maintain its territory and to ensure adequate conditions for survival such as access to food
and shelter [60] and reproduction [61]. As predicted in our hypothesis, our results showed that
the highest MPH concentration tested caused a significant increase in the aggressiveness of
male tilapia. This increased aggressiveness may be related to possible increase in the residence
time of catecholamine, such as DA, in the synaptic clefts of the nervous system, as a function

of the MPH-mediated blockade of its reuptake by DAT. In a study with female Poecilia
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reticulata, authors have also suggested that DA levels had an influence on the exploratory
behavior of these animals after acute exposure to 25 ug.L™* of MPH [26].

Despite the methods used in our study did not allow to distinguish between intra and
extra-cellular concentrations of DA in the brain, the global quantification of DA levels could
give a general perception about the modulation of concentrations of this neurotransmitter in the
tissue. Contrary to our expectations, fish exposed to 100 ng.L* of MPH presented significant
lower DA levels than animals from the control group. In view of this unexpected result, we
suggest that this decrease may be a long-term compensatory response of the fish brain to an
initial increase in DA levels in the synaptic clefts due to MPH exposure. It is known that an
elevation in DA levels can act on presynaptic D2 receptors that modulate both the synthesis and
release of DA [62,63]. Therefore, it could be supposed that at first (short-term response), MPH
would cause a significant increase of DA levels in synaptic clefts and, in order to compensate
for this short-term effect, the animals began to synthesize less dopamine.

However, transcript levels of TH, the key enzyme in DA synthesis [64], remained
unchanged after MPH exposure, suggesting that there was no change in the rate of DA
production after five days of MPH exposure, for the tested concentrations. Nevertheless, it is
important to note that the absence of changes in TH transcript levels does not necessarily reflect
the absence of changes in protein levels and enzymatic activity of the protein (not evaluated in
this study), which could have undergone some modulation leading to decreases of DA
synthesis. Also, it is important mentioning that DA synthesis involves two steps, the first being
the conversion of tyrosine into DOPA by TH, and the second, the conversion of DOPA in DA
by DOPA decarboxylase, whose activity could also be affected in the animals exposed to MPH.

It is important to mention that DA is a substrate for NE synthesis, therefore possible
negative modulations in pathways of DA synthesis with concomitant increase in synthesis
pathways of NE from available DA could also support the decrease in DA levels observed in
the MPH exposed fish. Further, it is also possible to suggest that the decrease in brain levels of
DA may be related to its increased degradation, which in the mammalian brain is mediated by
catechol-O-methyltransferase (COMT) and monoamine oxidase A (MAO-A) [31]. However,
our results focused only in transcript levels of TH, which is not sufficient to explain the
reduction in DA levels observed in fish exposed to higher MPH concentration. Thus, more
studies are needed for a better elucidation of this effect.

Among the modulation mechanisms of dopamine-mediated aggressiveness is its
involvement in the regulation of testosteroneproduction in males. Several studies have shown

that increases in testosterone concentrations in fish lead to increase in aggressive interactions
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[65-69]. In order to increase testosterone biosynthesis, DA stimulates the secretion of
gonadotrophin releasing hormone (GnRH) in the hypothalamus, which stimulates the pituitary
to secrete luteinizing hormone, which then stimulates the testes to produce T [70,71]. Thus, it
has been demonstrated that increases in DA levels are related to increases in T concentrations
in animals, which would lead to an increase in aggressiveness. In a previous study, we observed
that decreases in brain DA and plasmatic T in Nile tilapia, caused by exposure to the herbicide
diuron and its biodegradation metabolites, resulted in significant reduction in the
aggressiveness of the animals [32]. On the other hand, in the present study, the decrease in DA
levels was not accompanied by similar changes in T levels, which not presented significant
changes between the experimental groups. Therefore, the increase in aggressiveness caused by
MPH exposition does not seem to be related to alterations in T levels.

It is also interesting to note that, despite the decrease in DA levels, no variations were
observed in any dopamine genes analyzed, suggesting that changes in DA levels do not interfere
in the expression of these receptors and transporter, although levels of the respective proteins
were not evaluated in this study. Similarly, Amodeo et al. [72] also did not observe alterations
in transcript levels of D1 and D2 receptors in rodents after MPH exposure, despite they
observed increases in transcript levels of D3 receptor, which was not evaluated in the present
work.

Another hypothesis to explain the MPH effects in increase of the aggressiveness of
tilapias would be a direct interaction of MPH with adrenergic receptors, as demonstrated in
several other studies [30,73]. Andrews and Lavin [73], for example, demonstrated that MPH
causes cortical excitation of the brain through direct activation of a-adrenergic receptors.

Another important modulator of the aggressive behavior is 5-HT. It is known that
increases of 5HT in the brain are related to the reduction of aggressiveness in fish[40,74]. In
contrary, decreases in 5-HT levels, as observed in Nile tilapia exposed to MPH, has the inverse
effect, which could explain the increase in aggressiveness in these animals. Mechanisms that
caused such 5-HT depletion in fish remains to be further elucidated.

In contrast to our results, Danio rerio embryos exposed for 5 days to 50 mg.L* of MPH
caused an increase in DA, 5-HT and NE levels, whereas behavioral dysfunctions such as deficit
in escape response occurred in these animals only after long-term exposure (30 days) [24]. In
contrary, we observed lower DA and 5-HT levels after 5 days of MPH exposure, probably due
to the concentration used, which were not sufficient to promote an increase in neurotransmitters
levels. In this context, one interesting hypothesis to explain the increase of aggressive

interactions observed in MPH-exposed Nile tilapia is related to the involvement of 5HT and
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DA on the modulation of fear emotions and anxiety, respectivelly. In mammals, the amygdala
is densely innervated by fibers releasing 5SHT, which arise from the midbrain raphe nuclei
[75,76]. The 5HT system has long been implicated in the regulation of fear emotions[77,78].
On the other hand, it has been suggested that reduced DA function is associated with increased
anxiety [79], and aversive emotions [80]. Therefore, decreased 5HT and DA would reduce fear
sensations but increase anxiety and aversive emotions, turning fish more audacious and
aggressive.

Finally, we checked the transcript levels and enzymatic activity of carboxylesterase,
considering that MPH is metabolized by this enzyme in mammals, more specifically, by the
CES1A1 isoform [23]. The activity and expression of CES1 isoform can be regulated by several
factors such as polymorphisms and age [81-84] or environmental factors such as exposure to
pollutants and lipophilic drugs [85]. Analogous genes for this isoform were not described for
fish in the scientific literature and, therefore, two sequences avaliable in GeneBank for Nile
tilapia were randomly selected for analysis, carboxylesterase 2 and 3. The initial proposal was
to investigate if MP exposure could induce transcription and/or carboxylesterase activity in the
brain, in order to metabolize MP. Nonetheless, our results showed that exposure to MPH at both
concentrations did not cause changes in CbE activity or in CES 2 transcript levels. On the other
hand, unexpectedly, MP exposure resulted in a decrease in transcript levels of CES 3. In general,
the specific physiological functions of CES 3 in fish are not totally known, but it is known that
in humans the CES 3 are responsible for the hydrolysis of drugs containing ester and amide
bonds, such as MPH, and also by hydrolysis of drugs such as cocaine and heroin [86].
Considering that MPH has an ester bond, it is possible that the CbE 3 may have some affinity
for the MPH, but the mechanisms that would lead to a decrease in the transcription of the gene
of this enzyme remain to be clarified [87]. Thus, the decrease in transcription of this gene in
tilapias due to exposure to MPH could result in negative effects on the metabolism of these

endogenous substances in fish.

5. Conclusion

We conclude that although MPH increased the aggressiveness of animals, this effect
seems not to be directly related to the dopaminergic system of the animals, given the decrease
in DA concentrations and the absence of alterations in transcript levels of dopamine receptors
and TH. It was also not related to changes in plasmatic T levels. We suggest that increased
aggressiveness may be a consequence of a significant decrease in 5-HT and DA levels in the

brain, by decreasing fear and increasing anxiety and aversive emotions. It should be also
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emphasized that the fish were exposed for five days to MPH without water change and MPH
replacement (single dose exposure). As commented previously, the behavioral effects of MPH
in mammals peak 1 to 2 hours after administration and tend to dissipate in 3 to 5 hours. Thus,
it should be considered that the lack of MPH effects on dopaminergic system of Nile tilapia
after five days could probably be a consequence of MPH pharmacokinetics on fish, which lasts
only few hours to promote its effects, in contrast to the five exposure days used in this study.
Nevertheless, the effect on the aggressive behavior remained active, maybe due to a prolonged

period needed by the fish brain to recuperate from an initial MPH effects.
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Fig 1: Total frequency of displays and attacks of O. niloticus males exposed to 0 (control), 20 (M20), and 100
(M100) ng.L* of methylphenidate for 5 days. Different letters indicate statistical difference between the groups
(GLM followed by FISHER's test; p<0.05). Values were represented by mean + 95% confidence intervals.
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letters indicate statistical difference between the groups (GLM followed by FISHER's test; p<0.05). Values were
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Fig 3: Transcript levels of genes of dopamine receptor 1 (A), dopamine receptor 2 (B), dopamine receptor 5 (C),
dopamine transporter (D), tirosyne hidroxylase (E), carboxylesterase 2 (F), carboxylesterase 3 (G) and enzymatic
activity of carboxylesterase (H) of O. niloticus exposed to 0 (control), 20 (M20) and 100 (M100) ng.L? of
methylphenidate for 5 days. Different letters indicate statistical difference between the groups (GLM followed by
FISHER's test; p<0.05). Values for carboxylesterase activity were represented by mean + 95% confidence interval
and for transcript levels of genes as mean fold increase related to the control group + 95% confidence intervals.
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Abstract

The wastewater treatment plants (WWTP) are not designed to completely remove
pharmaceuticals from effluents, which its final destination is surface water. Methylphenidate
(MF, known as Ritalin) and its metabolite, ritalinic acid, have already been found in the
environment at levels of ng.L™%, but there are few studies that report their damage to the
ecosystem and non-target organisms. In this work, we evaluated the effects that MF, in
environmental concentrations, can cause in Nile tilapia (Oreochromis niloticus), through the
antioxidant defense system, biotransformation enzymes, levels of lipid peroxidation and
esterase activity. Male fish were exposed to 0, 20, 100 and 200 ng.L* of MF for 5 days. All the
exposed groups presented concentration-dependent inhibitory effect on the gills in both catalase
(CAT) and glutathione peroxidase activity (GPx). No changes were observed in the activity of
ethoxyureorufin-O-deethylase (EROD) and 7-benzyloxysorufine O-desalkylase (BROD), in
tilapia liver and gills. There were also no differences in the activity of acetylcholinesterase
(AChE) in fish liver. However, in gills there was a concentration-dependent decrease in AChE
activity in the groups exposed to 100 and 200 ng.L* of MF On the other hand, the activity of
the carboxylesterase (CbE) increased in the groups exposed to 20 and 200 ng.L™ of MF,
compared to the control group. The levels of lipid peroxidation were lower in the liver of the
animals of all exposed groups than the control group; no changes were observed in the gills.
Our results show that the effect of MF was more expressive in the gills compared to the liver
of exposed fish, and evidenced that the MF could negatively affect the antioxidant capacity of
the fish, despite it did not cause an increase in lipid peroxidation.

Key words: Oreochromis niloticus, methylphenidate, antioxidant enzymes, biotransformation
enzymes, lipid peroxidation
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1. Introdugéo

Entre os anos de 1960 e 1970, foram publicados os primeiros estudos que constataram
sinais da remoc¢do incompleta de alguns produtos farmacéuticos e seus metabolitos pelas
estacOes de tratamento de aguas residuais (ETAR), com descarte subsequente no ambiente
aquatico (HIGNITE; AZARNOFF, 1977). No entanto, ainda nos dias atuais, as ETAR ndo sédo
projetadas para remover completamente essa classe de contaminantes que tém como destino
final as aguas superficiais (LOLIC et al., 2015; PAL et al., 2010; PETROVIC et al., 2002;
TERNES; BONERZ; SCHMIDT, 2001).

Sabe-se que toneladas de farmacos sdo produzidas anualmente para serem consumidos
por seres humanos e animais (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006; KOSTICH et al., 2010).
Uma vez ingeridos, apenas uma fracdo é metabolizada pelo organismo enquanto o restante é
excretado, seja como metabdlito ou na sua forma inalterada (BUNCH; BERNOT, 2011).
Porém, de uma maneira diferente de alguns poluentes convencionais (como pesticidas,
detergentes, combustiveis, entre outros), os medicamentos sdo continuamente ministrados em
niveis relativamente baixos, e quando presentes no ambiente aquéatico, podem dar origem a
toxicidade mesmo sem altas taxas de persisténcia no ambiente (Halling-Sgrensen et al., 1998;
Glassmeyer et al., 2005) . Estudos mostram que diferentes classes de farmacos podem ser
encontradas no ambiente aquatico na faixa de ng.L™* a ug.L™* (ANDREU et al., 2016; CHEN et
al., 2011; CORTEZ et al., 2018)

O metilfenidato (MF, conhecido como Ritalina) é um psicoestimulante, prescrito ha
mais de 50 anos para o tratamento efetivo de criancas diagnosticadas com transtorno de déficit
de atencdo e hiperatividade (TDAH) (SWANSON; VOLKOW, 2002). O principal mecanismo
de acdo desse medicamento estd envolvido com o bloqueio de transportadores de dopamina
(DA), resultando no aumento desse neurotransmissor na fenda sindptica (CASTELLANOS et
al., 1996; SOLANTO, 2002; VOLKOW et al., 2005) com subsequentes melhoras cognitivas no
individuo. O MF e o seu metabdlito, o acido ritalinico ja foram detectados em efluentes
aquaticos, de acordo com pesquisa realizada por Letzel e colaboradores (2010) que analisaram
aguas residuais na Alemanha. O estudo mostrou que a concentragédo de acido ritalinico estava
na faixa de 50-170 ng.L ™ nesse compartimento.

Os farmacos, quando absorvidos pelos organismos, passam por um processo de
metabolizacdo por enzimas especificas, que tém a fungdo de biotransformar os compostos
lipossoltveis em hidrossoluveis, de modo que seja mais facil de serem excretados pela célula

(LIVINGSTONE, 2001). Esse processo de detoxificacdo de compostos quimicos possui duas
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fases: na primeira ocorrem reac6es de oxidacédo, reducdo ou hidrélise do composto, na segunda
acontecem as reacdes de conjugacdo (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Na fase I, as
reacOes sdo catalisadas por enzimas como a 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) e a 7-
benziloxiresorufina O-desalquilase (BROD), que fazem parte do complexo multienzimatico das
monooxigenases do citocromo P450 (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Desta maneira,
durante todo o processo de biotransformacéo, juntamente, com o aumento do consumo de
oxigénio para producdo de energia na mitocondria para lidar com a intoxicagdo, pode ocorrer
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ((OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003), elevando os niveis de lesdes oxidativas as macromoléculas e gerando
estresse oxidativo (ALMEIDA et al., 2005; DZUL-CAAMAL et al., 2014; SAKURAGUI et
al., 2013; VIOQUE-FERNANDEZ; DE ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2007). Para proteger a
célula contra os efeitos negativos do estresse oxidativo, a célula possui sistemas de defesa
enzimatico e ndo-enzimatico que atuam interceptando e inativando as ERO, tais como as
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (LUSHCHAK, 2011).

Analises das esterases, acetilcolinesterases (AChE) e carboxilesterases (CbE) também
tem sido ferramentas utilizadas para monitorar a presenca de compostos neurotdxicos no
ambiente aquatico, assim como para determinar os efeitos em organismos ndo-alvo (FONTES
et al., 2017; LIONETTO et al., 2013; NUNES, 2010). AChE esta localizada nas membranas
celulares de diversos tipos celulares, e é responsavel pela hidrélise da acetilcolina, um éster
liberado na fenda sinaptica quando o impulso nervoso € transmitido de um neur6nio a outro,
que quando hidrolisado forma colina e &cido acético (Bainy et al., 2006; De Lima et al., 2013).
A inibicdo da AChE, leva a hiperestimulacdo do sistema nervoso central (SNC) e periférico,
devido a um acimulo de acetilcolina na célula, resultando em efeitos neurotoxicos deletérios
nos organismos, podendo causar até a morte dos mesmos (PEAKALL, 1992).

Em invertebrados e humanos a CbhE desempenha um papel mais significativo no
metabolismo, e subsequente detoxificagdo de muitos farmacos (GALLOWAY et al., 2002;
POTTER; WADKINS, 2006). Para isso, as CbE catalisam a hidrélise de ésteres carboxilicos
através da adicdo de 4gua. As CbE sdo uma familia multigénica de isoenzimas (CES1A1, CES2
e CES3), que variam de acordo com o tecido e o organismo estudado (HOSOKAWA et al.,
1995; SATOH; HOSOKAWA, 1995). Sun e colaboradores (2004) ao estudarem o metabolismo
do MF em figado de humanos, observaram que apenas a CES1A1 tem uma alta eficiéncia
catalitica frente ao MF. Porém em peixes, ndo existem dados na literatura cientifica sobre o

metabolismo do MF.
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Estudos sobre os efeitos do MF em concentracGes ambientais em peixes sdo escassos na
literatura cientifica. Endres e colaboradores (2017) demonstraram pela primeira vez que o MF
em concentracGes encontradas em efluentes domésticos causou alteragdes nas respostas
neuroenddcrinas na concentracio de 0,1875 pg.L?, e comportamentais na concentragio de
0,01875 pg.Lt em Danio rerio, ap6s exposicdo aguda por 15 min ao farmaco. Levin et al.
(2011) e Serrano et al. (2016), também observaram altera¢cbes comportamentais causadas pelo
MF em Danio rerio e Poecilia reticulata, respectivamente. Porém ndo ha relatos na literatura
que avaliem marcadores bioquimicos como parametros de estresse oxidativo e atividade de
enzimas de biotransformacdo em peixes ap6s exposicdo ao MF. N&o obstante, estudos com
ratos observaram que o MF causou danos oxidativo no coracdo e cérebro desses animais
(ANDREAZZA et al., 2007; CM et al., 2014; MARTINS et al., 2006).

Considerando a falta de tratamentos eficientes para a remo¢do dos farmacos e seus
metabdlitos, assim como o aumento do consumo do MF, é de grande relevancia trabalhos que
relatem possiveis danos causados no ecossistema e em organismos ndo-alvo devido a presenca
do MF no ambiente aquatico. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar por meio do sistema
de defesa antioxidante (CAT e GPx), enzimas de biotransformacdo (EROD e BROD), niveis
de peroxidacdo lipidicas e atividade das esterases (AChE e CbE), o efeito que MF em

concentracdes ambientais, pode causar em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

2. Métodos
2.1. Animais e aclimatacdo

Machos adultos da espécie O. niloticus de tamanho e peso similar (12,9 + 1,2 cm; 61,4
+ 18,2 g) foram obtidos junto ao centro de aquicultura da UNESP, S&o José do Rio Preto, Brasil.
Os peixes foram aleatoriamente selecionados e aclimatados por 30 dias em tanques de 500 L (5
L por peixe), com aeracdo constante, na temperatura de 27°C e fotoperiodo 12C:12E
((BOSCOLO; MORAIS; GONCALVES-DE-FREITAS, 2011). Os animais foram alimentados
duas vezes ao dia com racdo comercial para peixes (Guabi-Pird/Brazil).

Este estudo foi realizado de acordo com os preceitos do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) com aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEUA), UNESP, Séo José do Rio Preto-SP, Brasil, protocolo n® 109/2015.

2.2. Exposicao ao metilfenidato
Ap0s o periodo de aclimatacédo, os peixes foram divididos em quatro grupos de nove

peixes (N=9) e foram individualmente acondicionados em aquarios contendo 17 L de &gua sem
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cloro. Os peixes foram expostos por cinco dias aos seguintes tratamentos: um grupo controle,
sem adic&o de MF, e trés grupos expostos as concentragdes de 20, 100 e 200 ng.L* de MF. Até
onde sabemos, ndo ha estudos relatando as concentracdes de MF em ambientes aquaticos
naturais. Assim, as concentragdes de MF utilizadas neste estudo foram escolhidas com base em
um estudo realizado em estacOes de tratamento de efluentes na Suécia, que estimaram a carga
de MF per capita como sendo de 1 a 25 pg.dia* (OSTMAN et al., 2014), apesar da concentragéo
real em efluentes ndo ter sido avaliada. Em outro estudo, Letzel (2010) e colaboradores
relataram que a concentragdo de &cido ritalinico, principal metabolito do MF, nos efluentes de
aguas residuais na Alemanha estava na faixa de 50-170 ng.L™, o que corresponde a uma carga
per capita média de 17,7 pg.dia®. Considerando as cargas per capita semelhantes de MF na
Suécia e de 4cido ritalinico na Alemanha, estimamos que os niveis de MF em efluentes alemées
seriam semelhantes a concentragdo de acido ritalinico em efluentes na Suécia. Deve-se
considerar também que no Brasil (207,7 milhdes de habitantes), semelhante a outros paises,
cerca de 50% dos esgotos ndo recebem nenhum tipo de tratamento, sendo diretamente
descartados nos ambientes aquaticos. Assim, apesar da auséncia de dados sobre concentracdes
de MF no ambiente aquatico, selecionamos concentracdes que representariam, no minimo, um
cenario plausivel de contaminag&o por MF.

O metilfenidato (> 98% de pureza, Sigma-Aldrich, CAS: 1219804-02-0) foi dissolvido
em acetona (> 98% de pureza, Sigma-Aldrich, CAS 67-64-1) e adicionado aos aquarios de
exposicao para atingir concentragdes selecionadas em uma concentragdo final de 0,001% (v/v)
de acetona. No intuito de minimizar os efeitos do solvente, o grupo controle também foi exposto
ao mesmo volume de acetona.

Os peixes foram alimentados durante o periodo experimental com a mesma racao
utilizada no periodo de aclimatacéo, correspondendo a 3% da biomassa, oferecida uma vez ao
dia. O fotoperiodo permaneceu 12C:12E e ndo foram observadas diferengas nos niveis de O>
dissolvido (5,3 + 1,4 mg.L 1), pH (7,8 + 1,1), temperatura (25,8 + 1,6 °C) e amodnia (0,09 + 0,05

mg.L 1) entre os grupos experimentais, durante os cinco dias de exposicao.

2.3. Preparo das amostras

Para determinar a atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx, o figado e as
branquias foram homogeneizados na proporgao 1:4 (m/v) em tamp&o Tris-HCI 20 mM, pH 7,5,
(contendo sacarose 0,5 M, EDTA 1mM, DL-dithiothreitol 1mM, KCI 0,15 M e inibidor de
protease (PMSF) 1 mM), e em seguida, centrifugados a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C. A

fracdo sobrenadante foi coletada e novamente centrifugada a 50.000 g por uma horaa 4 °C. O
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sobrenadante obtido foi coletado e estocado a -80 °C para as analises da atividade da CAT e
GPx, enquanto que o pellet foi re-suspendido em 100 ul de tampé&o Tris 0,1 M pH 7,5 (contendo
EDTA 1 mM, DTT1 mM, KCI 0,1M e 20% de glicerol) e utilizado para as analises de EROD
e BROD. Para analisar a AChE e CbE as amostras foram homogeneizadas na proporgéo 1:4
(m/v) em tampéo Tris HCI 0,1 M, pH 8,0, centrifugadas a 10.000 g por 30 minutosa4°Ce o
sobrenadante foi coletado para quantificar a atividade enzimatica. As proteinas foram

quantificadas seguindo metodologia proposta por Bradford (1976).

2.4. Andlises enziméticas

A avaliacdo da atividade da enzima CAT foi realizada no espectrofotobmetro Thermo
Evolution 300 com feixe duplo, utilizando método descrito por Beutler (1975), que se baseia
na decomposi¢do do perdxido de hidrogénio pela enzima monitorando o decréscimo da
absorbancia em 240 nm a 30 °C por 1 minuto.

O ensaio da enzima GPx foi realizado no leitor de microplacas Victor TM X3 (Perkin
Elmer®). A atividade GPx foi avaliada monitorando a oxidacdo do NADPH (ligada a reducéo
da glutationa dissulfeto por um excesso de glutationa redutase) a 340 nm, e usando como
substrato o hidroperédxido de t-butila, como descrito por Sies et al. (1979). As atividades da
CAT e da GPx foram expressas em U.mg de proteina™.

As atividades da EROD e da BROD foram medidas pelo método fluorimétrico na fracédo
microssomal, segundo metodologia proposta por Burke e Mayer (1985), com algumas
modificagOes. Os substratos 7-etoxiresorufina e 7-benziloxiresorufina foram usados no ensaio
da EROD e BROD, respectivamente. A formag¢ao do produto fluorescente, a resorufina (Aexcit=
537 nm, Aemiss = 583 nm), foi monitorada por 3 min, a 30 °C no leitor de microplacas Victor TM
X3 (Perkin Elmer®), na presenca de NADPH. As atividades da EROD e da BROD foram
expressas em pmol.min.mg de proteina™.

A atividade das esterases foi avaliada seguindo a metodologia descrita por Ellman et al
(1961), monitorando a formagdo do produto da reacdo entre o derivado tidlico do substrato
acetiltiocolina (AChE) ou feniltioacetato (CbE) com é&cido 5,5-ditio-bis- (2-nitrobenzoico)
(DTNB) em 405 nm e 25 °C. A leitura foi realizada no leitor de microplacas Victor TM X3

(Perkin Elmer) e a atividade enzimatica foi expressa em U.mg de proteina.

2.5. Peroxidacao lipidica
O nivel de peroxidacao lipidica foi avaliado em branquias e figado dos peixes seguindo

0 protocolo proposto por Esterbauer e Zollner (1991), com algumas modificacdes. Os tecidos
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foram homogeneizados na proporcéo 1:3 (m/v) em tamp&o Tris—HCI 100 mM, pH 8,0. Apos a
homogeneizagdo, 300 puL da solugdo de acido 2-tiobarbiturico (TBA) 0,4% diluido em HCI
0,2M foram adicionados em cada amostra. Em seguida, a mistura foi incubada a 90° C por 40
minutos. Apds a incubacdo, as amostras forma mantidas por cinco minutos no gelo, para
bloqueio da reagdo. Posteriormente, foi realizada uma extracao de fase liquida com 1 mL de n-
butanol e centrifugacao a 5000 rpm por 5 minutos. Por fim, a absorbancia do sobrenadante foi
medida a 535 nm no leitor de microplacas Victor TM X3 (Perkin Elmer). A quantificacdo do
produto da reacdo MDA-TBA foi realizada com base em uma curva de calibragéo utilizando
como padrdo o MDA obtido pela hidrélise do tetrametoxipropano (TMP). Os dados foram

expressos em pmol MDA/mg tecido.

2.6. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no programa Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, USA). A normalidade dos dados foi verificada usando Normal Probability Plots of
Residuals enquanto a homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene, assumindo nivel de
significancia de 0,05.

Os outliers foram identificados pelo teste Box plots e os valores foram substituidos pela
mediana do respectivo grupo, quando apropriado. Os grupos experimentais foram comparados
pelo General Linear Model (GLM) com formato de one way ANOVA (Quinn et al., 2002;
McDonald et al., 2014). Quando apropriado, aplicamos o teste post hoc de Fisher para avaliar
qualquer diferenca significativa entre os grupos. Para avaliar o grau de associacdo individual
entre as concentracdes de MF testadas e os parametros bioguimicos, foi utilizada a correlacao
de pontos de Spearman. Os graficos foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism versédo
5.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e os dados foram expressos como
média £ 95% de intervalo de confianca de seus valores biologicos e P<0,05 foi considerado

estatisticamente significante (Quinn,et al., 2002; McDonald et al., 2014).

3. Resultados
3.1. Atividade da CAT e GPx

N&o foram observadas alteracBes na atividade da CAT e da GPx no figado das tilapia
apos cinco dias de exposi¢cdo ao MF. No entanto, a atividade da CAT nas branquias dos animais
diminuiu (p = 0,0000) 2,20 vezes no grupo exposto a 20 ng.L?, 5,02 vezes no grupo exposto a

100 ng.Lt e 4,06 vezes no grupo exposto a 200 ng.L™* de MF, quando comparados ao grupo
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controle (Fig. 1A). Do mesmo modo, a atividade da GPx também diminuiu (p = 0,01283) em
todos o0s grupos expostos ao MF (3,21; 2,66 e 3,67 vezes nos grupos expostos a 20, 100 e 200
ng.L! de MF, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (Fig.1 B). Os resultados
da correlacdo mostraram que a 0 MF teve um efeito inibitorio concentragdo-dependente sobre
as enzimas CAT (Fig. 1A) e GPx (Fig. 1B) nas branquias, que apresentaram uma atividade

menor dessas enzimas quanto maior foi a concentracdo do farmaco.
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Figura 1: Atividade das enzimas antioxidantes (A) catalase (CAT) e (B) glutationa peroxidase (GPx) em figado e
branquias de O. niloticus expostos a diferentes concentragdes de metilfenidato (0, 20, 100 e 200 ng.L™?), por 5 dias.
Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas entre os grupos (GLM o formato one way ANOVA, seguido pelo

teste de Fisher). Os valores estdo representados por média + 95% IC e a correlagdo foi feita pelo teste de Spearman.

3.2. Atividade da EROD e BROD

As atividades da EROD (Fig. 2A) e BROD (Fig. 2B) nédo apresentaram nenhuma

alteracdo em ambos os 6rgdos analisados e em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 2: Atividade das enzimas de biotransformacdo (A) 7-etoxiresorufina O-deetilase (EROD) e (B) 7-
benziléxiresorufina O-desalquilase (BROD) em figado e branquias de O. niloticus expostos a diferentes
concentracdes de metilfenidato (0, 20, 100 e 200 ng.L™?), por 5 dias (GLM o formato one way ANOVA, seguido

pelo teste de Fisher).Os valores estdo representados por média + 95% IC.

3.3. Atividade da AChE e CbE

N&o houve diferencas na atividade da AChE no figado dos peixes. Nas branquias houve
uma diminuicéo (p = 0,0049) da atividade nos grupos expostos a 100 e 200 ng.L* de MF, em
relagcdo ao grupo controle (1,64 e 1,43 vezes, respectivamente) (Fig. 3A). Nenhuma alteracéo
foi observada na atividade da CbE no figado, porém, nas branquias foi observado um aumento
(p = 0,0111) nos grupos expostos a 20 e 200 ng.L™* em relagdo ao grupo controle (Fig. 3B).
Nessas analises, 0 MF mostrou ter um efeito inibitorio concentracdo-dependente apenas para a
AChE (p = 0,0004) nas branquias, que também apresentaram uma atividade menor dessas
enzimas quanto maior foi a concentracéo do farmaco (Fig. 3A).



(A)
0.8 r=0,6290; p= 0,00004
g
g
(=%
3
£
) £
0.8+ w
p=0,2825 5
= <
i 0.04+ . T
) 0.6 I & 0 100 200
e 3 MF (ng.L?)
o
”é & 0.44 b
<38
g
\5/ 0.2
O.G L] T T T T
Figado Branquias
(B)
1.57 p =0, 1961
—
<
£ 1.01
[<5)
5
ws
©3
£ 054
=)
= b a B
ainlnl |
00 [AL1E
Figado Branquias

Figura 3: Atividade das enzimas (A) acetilcolinesterase (AChE) e (B) carboxilesterase (CbE) em figado e
branquias de O. niloticus expostos a diferentes concentragdes de metilfenidato (0, 20, 100 e 200 ng.L™?), por 5 dias.
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teste de Fisher). Os valores estdo representados por média + 95% IC e correlagdo foi feita pelo teste de Spearman.
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3.4. Peroxidacéo lipidica

Os niveis de peroxidagéo lipidica foram menores no figado dos animais de todos os
grupos expostos em relacdo ao grupo controle (1,51; 1,52; 1,72 vezes nos grupos expostos a 20,

100 e 200 ng.L de MF, respectivamente). Nas branquias, ndo foram observadas alterages em

nenhum dos grupos (Fig. 4).
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Figura 4: Niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) em figado e branquias de O. niloticus expostos a diferentes
concentracbes de metilfenidato (0, 20, 100 e 200 ng.L1), por 5 dias. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA, teste de FISHER p < 0,05). Os valores estdo representados por média £ 95%
IC.

4. Discussao

Estudos demonstram que farmacos como ansioliticos, antidepressivos e anti-
hipertensivos, quando presentes no ambiente aquatico, podem causar alteracdes
comportamentais, genotdxicas e bioquimicas em organismos ndo-alvo (Cortez et al., 2018;
Bisesi et al., 2014; Henry and Black, 2008). Porém, sdo escassos trabalhos na literatura que
caracterizam os efeitos ecotoxicoldgicos do MF em organismos aquaticos.

Em longo prazo o processo de inibi¢do dos transportadores de DA pelo MF pode causar
déficits no sistema dopaminérgico e serotoninérgico dos individuos (MARTINS et al., 2006;
MIYAZAKI; ASANUMA, 2008; VOLKOW et al., 1998), gerando ERO devido ao acentuado
metabolismo da DA pela monoamina oxidase, e prejudicando a producdo de ATP (LAVOIE;
SMITH; PARENT, 1989; VIRMANI et al., 2006), o que poderia modular positivamente a
atividade de enzimas antioxidantes. As enzimas CAT e GPx, atuam metabolizando o perdxido
de hidrogénio (H202) em oxigénio (O.) e &gua (H-0), auxiliando na sua remocéo, afim de evitar
danos oxidativo as moléculas (Oost et al., 2003; Keeling e Smith, 1982; Sies, 1993 ). Estudos
mostram uma inducdo dos sistemas antioxidantes e de detoxificacio em peixes (SOLE et al.,
2006) e mexilhdes (CORTEZ et al., 2018) apds exposicdo a farmacos nas concentracdes de
ng.L? a pg.Lt. Desta maneira, nesse trabalho, esperava-se que o MF em concentragdes
ambientais, causasse uma modulagdo positiva dessas enzimas como uma resposta protetora a

possiveis danos celulares induzidos por esse farmaco.
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Ao contrério do esperado, nossos resultados mostraram que nas branquias, mas ndo no
figado, o MF teve um efeito inibitorio concentracdo-dependente tanto na atividade da CAT
como da GPx. De uma maneira geral, observamos que tilapias do Nilo expostas a diferentes
concentragdes do MF, apresentaram respostas concentracdo-dependente de uma forma mais
expressiva em branquias do que em figado. No entanto, o fato das alteracfes terem ocorrido
apenas nas branquias e nao no figado, pode estar relacionado com o fato das branquias terem
uma grande area de superficie e permeabilidade (AMEUR et al., 2015; SANCHO;
FERRANDO; ANDREU, 1997) e serem o primeiro 6rgdo de contato do animal com ambiente
e, consequentemente, com o contaminante (FONTES et al., 2017; TREVISAN et al., 2016).
Em concordancia com esses resultados, Gomes e colaboradores (2008) observaram uma
diminuicdo da atividade da catalase (CAT) no cérebro de ratos Wister apos exposicdo aguda ao
MF (1 mg/kg). A diminuicdo concentragdo-dependente da atividade da CAT e da GPx na
branquia demonstra um efeito negativo do MF em concentracfes ambientalmente realisticas
para 0s peixes, deixando 0s organismos mais suscetiveis ao estresse oxidativo.

Enzimas do complexo do citocromo P450 estdo envolvidas na biotransformacéo de
diversos compostos, incluindo diversos farmaco (JEMEC et al., 2007). Nesse trabalho, nédo
observamos alteracdes na atividade da EROD e da BROD no figado e nas branquias das tilapias
apos a exposicdo ao MF. Com isso, esses resultados indicam que a isoforma 1A do citocromo
P450 (CYP1A) nao teve efeito na biotransformacédo do farmaco nas concentracdes testadas.

A analise da inibicdo da AChE tem sido um biomarcador de efeito no sistema nervoso
muito utilizado ap6s exposicdo dos organismos a contaminantes emergentes, como farmacos
(FONTES et al., 2017; LIONETTO et al., 2013). A AChE é uma enzima importante que esta
associada ao desenvolvimento cerebral, aprendizagem, memdria e dano neural (Metz e Tracey,
2005; Zimmerman e Soreq, 2006). Nesse trabalho, o MF causou um efeito inibitério
concentragdo-dependente na atividade enzimatica da AChE nas branquias dos animais, o que
nos leva a sugerir um possivel aumento de ACh nesse tecido, 0 que pode causar uma
hiperestumulacéo do SNC. Nosso resultado, apresenta-se de acordo com estudo realizado com
mexilhdes Mytilus galloprovincialis expostos por 10 dias ao anti-inflamatorio acetaminofeno
(23 e 403 pg. L), que também observou inibicdo da AChE nas branquias desses animais
(SOLE et al., 2006). Adicionalmente, Tzavara e colegas (2006) relataram um aumento na
liberacdo de ACh em cérebro de ratos apds administracdo aguda de MF (1,0 e 3,0 mg / kg),
mostrando também a influéncia do MF no sistema colinérgico.

As enzimas CbEs desempenham um papel importante na hidrélise de ésteres

carboxilicos, o que as tornam enzimas importantes para metabolizacdo e subsequente
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detoxificacdo de certos farmacos (POTTER; WADKINS, 2006). Apo6s absor¢do, em um
periodo de 48 a 96 horas 0 MF sera desesterificado, através do sistema microssomal hepatico,
em acido ritalinico (ZHU et al., 2008; SUN et al.,2004; GOODMAN e GILMAN, 2003). Tendo
em vista a importancia da metabolizacdo desse farmaco em seu metabolito e que esse processo
acontece no figado, o aumento observado na atividade da CbE das brénquias pode estar
relacionado a uma tentativa dos organismos em metabolizar no MF. Esse dado corrobora o fato
das branquias terem sido mais responsivas do que o figado frente a exposicao ao MF, e poderia
explicar a auséncia de alteragdes bioquimicas no figado. E possivel que o aumento da CbE, e
assim sua consequente metabolizagdo, tenham diminuido a biodisponibilidade do MF para o
figado, protegendo este 6rgao contra possiveis efeitos negativos desse farmaco.

Por fim, avaliamos o efeito do MF na integridade dos lipideos de membrana dos tecidos
analisado, através do processo de peroxidacdo lipidica, que também é uma importante
consequéncia do estresse oxidativo (STEGEMAN et al., 1992).
Um dos produtos da lesdo oxidativa a lipidios é o malondialdeido (MDA), um aldeido que é
um subproduto derivado de a decomposicdo de hidroperdxidos lipidicos formados pela
oxidagdo de &cidos graxos poliinsaturados ( FELICIO et al., 2018; ALMEIDA et al., 2005;
OOST et al., 2003). Neste trabalho, ndo observamos alteracdes nos niveis de TBARS nas
branquias, porém no figado foi observado uma diminuicéo da peroxidacdo lipidica em todos 0s
grupos tratados em relacdo ao grupo controle. Podemos supor que 0s peixes ndo tiverem
aumento da peroxidacdo lipidica, por ndo apresentarem também uma inducdo do sistema
antioxidante. Além disso, um trabalho do nosso grupo de pesquisa (ainda ndo publicado)
mostrou uma relacdo da enzima aldeido desidrogenase (ALDH) no metabolismo do MDA de
peixes Danio rerio, e com isso, em nossos resultados também pode ter ocorrido essa relacao,
onde a diminuigdo nos niveis de MDA por ter ocasionado um provavel aumento da ALDH. E
sabido que a ALDH atua no metabolismo da dopamina, convertendo a mesma em DOPAC
(&cido 3,4-di-hidroxifenilacético) (LU et al., 2018). Assim, podemos sugerir que um possivel
bloqueio da receptacdo da dopamina no figado dos peixes devido ao MF possa ter causado um
aumento nas concentracOes da dopamina, ativando sua conversdo a DOPAC pela ALDH. Uma
vez induzida, a ALDH aumentaria a metabolizacdo do MDA, explicando a diminuigéo
significativa dos niveis de MDA observados nos figados dos peixes expostos ao MF. Entretanto,

essa hipdtese permanece por ser melhor esclarecida.
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5. Concluséao

O presente estudo demonstrou que o efeito da exposi¢cdo ao MF em concentracfes
ambientalmente realisticas, foi mais expressivo nas branquias do que no figado das tilapias do
Nilo. Foi observado uma diminuigdo concentracdo-dependente tanto na atividade das enzimas
antioxidantes como na atividade das AChE nas branquias dos animais, o que pode ter deixado
0S animais mais suscetiveis ao estresse oxidativo e a efeitos de hiperestimulacdo do SNC,
respectivamente. Observarmos também, uma possivel metabolizacdo do farmaco devido ao
aumento da CbE nas brénquias dos animais, porém, ndo observando altera¢cdes nas enzimas de
biotransformacdo. A diminuicdo na peroxidacdo lipidica das membranas no figado reforca a
auséncia de inducdo do sistema antioxidante mediante ao farmaco. No entanto, mesmo néo
observando indugGes no sistema antioxidante desses animais, as alteracGes observadas reforcam
a necessidade de mais estudos que permitam esclarecer melhor os efeitos que o MF pode causar

em organismos nao-alvo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO GERAL
O metilfenidato em concentra¢cdes ambientalmente realistica:

Aumentou a agressividade nos animais. Porém, diferentemente do esperado, o aumento da
agressividade parece estar relacionado a uma diminuicdo dos niveis de 5SHT. Esse efeito ndo
se refletiu nos niveis de DA e no nivel de transcrito do transportador, dos receptores de DA e
da enzima TH.

N&o causou estresse oxidativo nos peixes, uma vez que ndo alterou o sistema de enzimas
antioxidantes, e ndo ocasionou niveis aumentados de peroxidacéo lipidica.

Provocou uma diminuicdo da atividade da AChE na branquia, que pode ter causado uma
hiperestimulacdo do SNC, que por sua vez, pode ter contribuido com o aumento da
agressividade dos animais. Entretanto, a atividade da AChE ndo foi medida no encéfalo.

Além disso, um aumento da atividade da CbE na branquia sugere que o essa enzima esteja
atuando na metabolizacdo desse farmaco em tilapias do Nilo

Desta maneira, nossos resultados reforcam a importancia de estudos que avaliem 0s riscos que
os farmacos, em concentracGes ambientalmente realisticas, podem causar em organismos nédo
alvo, assim como, a importancia de uma melhor eficiéncia na remocéo dos farmacos pelos
processos convencionais de tratamento dos efluentes.
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