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RESUMO 

 

 

A ocorrência de fármacos no meio aquático tem aumentado consideravelmente nas 

últimas décadas, causando efeitos bioquímicos, fisiológicos e comportamentais em 

organismos aquáticos. Geralmente, a poluição aquática por fármacos ocorre como 

consequência das estações de tratamento de águas residuais (ETAR) não serem 

projetadas para remover completamente esses compostos dos efluentes, que por fim 

têm como destino as águas superficiais. O metilfenidato (MF, princípio ativo do 

medicamento ritalina®) é um estimulante do sistema nervoso central, recomendado 

para pessoas com transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH), age 

inibindo os transportadores de recaptação da dopamina (3,4-dihidroxi-feniletanamina; 

DA), afim de aumentar os níveis desse neurotransmissor na fenda sináptica. Estudos 

já detectaram em efluentes a presença do MF e seu metabólito, o ácido ritalínico, em 

concentrações de ng.L-1. Com isso, o presente trabalho avaliou os efeitos bioquímicos, 

moleculares e comportamentais que o MF, em concentrações ambientalmente 

relevantes, pode causar em machos de tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus). Peixes 

machos foram expostos a 0, 20,100 e 200 ng.L-1 de MF por 5 dias. Foram avaliados 

os efeitos do MF no comportamento agressivo, no sistema dopaminérgico e 

serotoninérgico, além nos níveis de transcritos de carboxilesterase e dos receptores 

de dopamina e na atividade da carboxilesterase (CbE) no encéfalo das tilápias 

expostas à concentração de 20 e 100 ng.L-1 de MF. Além disso, avaliamos enzimas 

do sistema de defesa antioxidante, enzimas de biotransformação, níveis de 

peroxidação lipídica e atividade das esterases no fígado e nas brânquias dos peixes 

expostos a 20, 100 e 200 ng.L-1 de MF. Os resultados mostraram que embora o MF 

aumente a agressividade dos animais, este efeito parece não estar diretamente 

relacionado ao sistema dopaminérgico dos animais, dada a diminuição das 

concentrações de DA e a ausência de alterações nos níveis de transcrição dos 

receptores de dopamina e tirosina hidroxilase. Também não foi relacionado a 

alterações nos níveis plasmáticos de testosterona. Sugerimos que o aumento da 

agressividade pode ser uma consequência de uma diminuição significativa nos níveis 

de 5-HT e DA no cérebro, diminuindo o medo e aumentando a ansiedade dos animais. 

Os resultados também mostraram que o efeito da exposição ao MF foi mais expressivo 



nas brânquias do que no fígado das tilápias.  Foi observado uma diminuição 

concentração-dependente tanto na atividade das enzimas antioxidantes como na 

atividade das acetilcolinesterase nas brânquias dos animais, o que pode ter deixado 

os animais mais suscetíveis ao estresse oxidativo e a efeitos de hiperestimulação do 

SNC, respectivamente. Observarmos também, uma possível metabolização do 

fármaco devido ao aumento da CbE nas brânquias dos animais, porém, não houve 

alterações nas enzimas de biotransformação. A diminuição na peroxidação lipídica no 

fígado reforça a ausência de indução do sistema antioxidante mediante ao fármaco. 

Dessa forma, com o aumento do consumo global de diferentes classes de fármacos e 

a remoção incompleta desses compostos por ETAR, nossos resultados reforçam a 

importância de estudos que avaliem os riscos que os fármacos, em concentrações 

ambientalmente realísticas, podem causar em organismos não alvo, assim como, a 

importância de uma melhor eficiência na remoção dos fármacos pelos processos 

convencionais de tratamento dos efluentes.  

 

Palavras-chave: fármaco, biomarcadores, neurotransmissores, agressividade, tilápias 
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 (WWTPs) 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-1. 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-1 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-1 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-1 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. INTRODUÇÃO 

1.1 Fármacos no ambiente aquático  

Toneladas de produtos farmacêuticos são utilizadas por ano para prevenir doenças e 

recuperar a saúde do homem e de animais (BOUND; KITSOU; VOULVOULIS, 2006; 

CALISTO; ESTEVES, 2009; GROS; PETROVIĆ; BARCELÓ, 2006; JONES; 

VOULVOULIS; LESTER, 2004). Segundo a empresa americana QuintilesIMS (2015), o uso 

de produtos farmacêuticos alcançará globalmente 4500 bilhões de doses em 2020, 

aproximadamente 24% a mais que em 2015, sendo que o Brasil, juntamente com a China, Índia, 

Rússia e Indonésia, está entre os mercados que se espera ter um maior uso de medicamentos 

nos próximos anos (MEZZELANI; GORBI; REGOLI, 2018). Uma consequência inevitável 

desse aumento no consumo de produtos farmacêuticos é uma maior descarga no meio ambiente 

(CORCORAN et al., 2010).  

Os problemas ambientais decorrentes do aumento do consumo de fármacos é uma questão 

que começou a ser avaliada entre os anos de 1960 e 1970 nos Estados Unidos, quando o ácido 

clofíbrico, o ácido salicílico e seus metabólitos foram detectados em efluentes tratados 

(HIGNITE; AZARNOFF, 1977). Com isso, começaram a ser publicados os primeiros relatórios 

referentes à remoção incompleta de alguns produtos farmacêuticos por estações de tratamento 

de águas residuais (ETAR).  As ETAR foram projetadas para remover sólidos suspensos e 

cargas orgânicas, e sua eficácia na remoção de micropoluentes, como fármacos, pode, em 

alguns casos, ser insignificante (LOLIĆ et al., 2015; PETROVIC et al., 2002).   

Após a ação terapêutica, os fármacos muitas vezes são excretados via urina e fezes na 

sua forma inalterada ou como metabólito ativo, e posteriormente descartados em águas 

residuais, e a remoção incompleta faz com que haja uma descarga contínua desses produtos no 

ambiente (HALLING-SØRENSEN et al., 1998; LETZEL et al., 2010). Embora muitos 

fármacos sejam projetados para modularem a fisiologia e o comportamento em humanos, outros 
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organismos, como os aquáticos, podem também sofrer alterações fisiológicas e 

comportamentais quando expostos a esses compostos, o que aumenta a preocupação em relação 

aos impactos causados por fármacos em espécies aquáticas que vivem perto de emissários de 

águas residuais (ARNOLD et al., 2013; BOXALL, 2004; CORCORAN et al., 2010).  

As águas residuais urbanas são geralmente a maior fonte de fármacos no ambiente 

(ANDREU et al., 2016). Porém, esgotos sanitários e hospitalares (BROWN, 2004; 

KÜMMERER, 2001; LE CORRE et al., 2012; NEDELEC; ROSENGREN, 2002) resíduos 

industriais, instalações veterinárias (BOXALL, 2004; CAVENATI et al., 2012),  disposição 

domiciliar incorreta ((BOUND; KITSOU; VOULVOULIS, 2006; RUHOY; DAUGHTON, 

2008) e lixiviação de deposições terrestres (por exemplo, sólido aterros sanitários) 

(CORCORAN et al., 2010), são outras fontes que devem ser consideradas e não subestimadas 

(MANKES; SILVER, 2013).  

Estudos mostram que os fármacos podem estar presentes em águas superficiais em 

baixas concentrações, de ng.L-1 a μg.L-1 (ANDREU et al., 2016; CHEN et al., 2011; FENT; 

WESTON; CAMINADA, 2006). No entanto, mesmo que detectados em concentrações 

relativamente baixas, podem ser persistentes e capazes de atingirem organismos não-alvo 

gerando efeitos significativos a longo prazo (AGUIRRE-MARTÍNEZ et al., 2015; BOXALL, 

2004; HALLING-SØRENSEN et al., 1998), uma vez que os fármacos são produtos lipofílicos, 

bioacumulativos e têm baixa pressão de vapor, facilitando a sua dispersão no meio ambiente 

(TORRES et al., 2012).  É importante ressaltar que a contaminação por fármacos, depende não 

apenas das características da molécula em questão, mas também das instalações da ETAR, 

assim como de outros fatores ambientais (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006; SOLÉ et al., 

2006).  

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

encontrados em diferentes compartimentos aquáticos pelo mundo todo. Andreu e colaboradores 
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(2016), detectaram 33 amostras de uma lagoa e de canais de irrigação da Espanha, contaminadas 

por pelo menos um de 17 fármacos encontrados na região e analisados, sendo que o ibuprofeno 

e a codeína foram os mais frequentemente detectados. Matamoros e colaboradores (2012) 

também constataram a presença de 17 fármacos em dois rios no norte da Dinamarca, entre eles 

diclofenaco e cafeína. A presença de analgésicos também foi detectada em águas marinhas do 

norte de Portugal (LOLIĆ et al., 2015). O anti-hipertensivo losartana, foi detectado em 100% 

das amostras analisadas na Baía de Santos, São Paulo-Brasil (CORTEZ et al., 2018). 

Dentre essas classes de fármacos, drogas psiquiátricas também têm sido detectadas em 

efluentes de águas residuais e na superfície da água (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 

farmacêuticos psiquiátricos podem bioconcentrar em tecidos de peixes, especialmente no 

cérebro (BROOKS et al., 2003),  mas também no plasma, fígado e tecido muscular dos animais 

(HEYNEN, 2016; SCHULTZ; FURLONG, 2008), afetando múltiplos processos biológicos, 

incluindo reprodução, crescimento, metabolismo, imunidade, alimentação, locomoção, 

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

 

1.2 Metilfenidato 

O metilfenidato (metil 2-fenil-2- (2-piperidil) acetato), princípio ativo do medicamento 

Ritalina®, é um estimulante do SNC prescrito para crianças e adolescentes diagnosticados com 

Transtorno de Déficit de Atenção e Hipertatividade (TDAH) (KIMKO; CROSS; 

ABERNETHY, 1999; TEO et al., 2003).  Esse composto é formado por quatro isômeros, um 

par d,l-eritro-metilfenidato e um par d,l-treo-metilfenidato. No entanto, somente a mistura 

racêmica do par de enantiômeros d,l-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 rancêmica do par d,l-treo-metilfenidato (MARKOWITZ, 2003); (B) Isômeros  d- e l-treo-

metilfenidato; * representação do carbono assimétrico (SUN et al.,2004) 

 

 

 

 

 

 

 

O efeito terapêutico do MF no tratamento de TDAH está envolvido principalmente no 

aumento do nível de dopamina (3,4-dihidroxi-feniletanamina; DA) extracelular no cérebro 

(CASTELLANOS et al., 1996; VOLKOW et al., 1995).  Essa ação ocorre por que o MF se liga 

aos transportadores de recaptação da dopamina (DAT), bloqueando a volta da DA para a célula 

pré-sináptica (GATLEY et al., 1996; VOLZ et al., 2008). A ação principal do MF é no DAT, 

porém, esse fármaco 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).   

Disfunção nos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, que possuem funções auto-

reguladoras comportamentais, como atenção seletiva e motivação, estão implicados na 

patogênese de TDAH (SOLANTO, 2002). No entanto, o aumento do nível 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 

concentração e coordenação motora (HABIBZADEH et al., 2011).   

A via metabólica predominante no processo de biotransformação do MF é a 

desesterificação para formar o metabólito ácido ritalínico, farmacologicamente inativo 

(PATRICK et al., 1987). Esse processo de biotransformação, em humanos, ocorre 

principalmente no fígado por ação da enzima carboxilesterase CES1A1 (Fig. 2) (PATRICK et 

al., 1987; SUN et al., 2004). As carboxilesterases hepáticas humanas desempenham um papel 

(A) (B) 

Metilfenidato  
l-treo-metilfenidato  d-treo-metilfenidato  

Espelho 

plano 
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importante no metabolismo e na desintoxicação de drogas com éster na composição 

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

Figura 2: Metabolização do MF em ácido ritalínico, pela enzima carboxilesterase (MARKOWITZ et al., 2003) 

 

 

 

 

 

 

Em mamíferos, a absorção de metilfenidato é essencialmente rápida, e o fármaco atinge um 

pico de 1 a 2 horas após a administração oral, bloqueando mais de 50% dos transportadores de 

dopamina (MODI et al., 2000; SWANSON; VOLKOW, 2002; WARGIN et al., 1983). A 

excreção pode ocorrer via urinária ou fecal, sendo que apenas 1% do fármaco excretado é 

inalterado (MARKOWITZ et al., 2006). Neste sentido, Letzel e colaboradores (2010), 

demostraram que o tratamento biológico de águas residuais não é suficiente para eliminar ácido 

rialínico excretado, uma vez que esse metabólito foi encontrado em efluentes de águas residuais 

da Alemanha na faixa de 50-170 ng.L-1, colocando em risco os organismos não-alvos presentes 

no ecossistema. Baseando-se na potencial contaminação dos ambientes aquáticos pelo MF e 

sabendo que este fármaco atua no sistema dopaminérgico humano, faz-se necessário, avaliar os 

potenciais efeitos deste fármaco em animais aquáticos, especialmente no sistema 

dopaminérgico desses animais, tais como os peixes.  

 

1.3 Dopamina e serotonina   

Sabe-se que os neurotransmissores são mensageiros químicos que iniciam, amplificam e 

modulam os sinais entre os neurônios e outras células do corpo (RICO et al., 2011).  Estudos 

em peixes mostram que qualquer alteração na síntese e funcionamento dos neurotransmissores, 

Metilfenidato  
Ácido ritalínico  

< 1% excretado inalterado  
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causadas por exposição a agentes estressores, podem resultar em alterações comportamentais 

nos peixes (BOSCOLO et al., 2018a; DE SERRANO; FONG; RODD, 2016; LEVIN et al., 

2011). O comportamento é o resultado das interações de um organismo com seu ambiente 

externo, integrando processos fisiológicos, bioquímicos, metabólicos e neurológicos com 

fatores ambientais (GRUE, et al, 2002). A DA e a 5-HT, são neurotransmissores importantes 

associados com uma ampla gama de efeitos fisiológicos no SNC (DAUBERT; CONDRON, 

2010) e modulam os efeitos comportamentais em todas as classes de vertebrados.  

O sistema dopaminérgico é responsável pela locomoção, cognição, emoção (GOLDMAN-

RAKIC, 1998; SCHULTZ; FURLONG, 2008) e está envolvido também na ativação 

comportamental, no comportamento motivado e no processamento de recompensas 

(IKEMOTO; PANKSEPP, 1999). Portanto, qualquer alteração nesses neurotransmissores 

devido à exposição a poluentes poderia implicar em alterações no comportamento agressivo em 

peixes (DE BOECK et al., 1995; SMITH et al., 1995). Por outro lado, o sistema serotonina 

regula percepção, ansiedade, comportamento sexual, apetite, função, dor (LUCKI, 1998; 

PARSEY, 2010) e está associado com a inibição da agressão (VOLAVKA, 1999). A disfunção 

serotoninérgica tem sido confiavelmente associada a comportamentos agressivos em animais 

(COCCARO et al., 1989; MICZEK; FISH; BOLD, 2002; RALEIGH et al., 1991).   

O precursor da síntese de DA é o aminoácido tirosina, que é convertido pela enzima tirosina 

hidroxilase (TH) em L-DOPA (l -3,4- diidroxifenilalanina). Em seguida, a enzima aminoácido 

aromático descarboxilase (DCC), converte L-DOPA em DA, que é transportada para o interior 

de vesículas secretoras para armazenamento e liberação (STANDAERT; GALANTER, 2009) 

(Fig. 3A).  Uma vez liberados na fenda sináptica, a DA ativa receptores pós-sinápticos para 

poder realizar a neurotransmissão (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011). Os receptores de 

dopamina são membros da família de proteínas receptoras acopladas à proteína G, e são 

divididos em duas classes: a classe D1, formada por dois receptores (D1 e D5) e a classe D2, 
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formada por três receptores (D2, D3 e D4) (CALLIER et al., 2003; NÜRNBERGER et al., 

2004; SURMEIER et al., 2007). O receptor D2 está localizado na membrana pré-sináptica e é 

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

Figura 3 - Neurotransmissão dopaminérgica, incluindo o terminal pré e pós-sináptico. Abreviações: ALDH: 

aldeído desidrogenase; COMT: catecolamina-O-metiltransferase; DDC: desacarboxilase; DOPAC: ácido 

diidroxifenilacético; DAT: transportador de dopamina; MAO: monoamina oxigenasse; TH: tirosina hidroxilase  

(BARTL et al. (2017) com algumas modificações) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O DAT é uma proteína de membrana plasmática que funciona para transportar o DA 

extracelular de volta para o citoplasma das células pré-sinápticas (WAYMENT et al., 2008) 

(Fig 3C). A principal atuação do MF está relacionada com a inibição do DAT, causando um 

aumento nos níveis dessa monoamina na fenda sináptica (CHALLMAN; LIPSKY, 2000; 

EASTON et al., 2007; ROESSNER et al., 2010). Por sua vez, o nível elevado de DA 

extracelular ativa os receptores pré-sinápticos D2, que reduzem a liberação da DA durante 

o impulso nervoso. Como consequência, a ativação do receptor D2 pode diminuir a síntese 

da enzima TH, e desse modo, diminuir a síntese de DA.  

Quando a DA volta para o citoplasma da célula pré-sináptica, pode retornar às vesículas 

através do transportador monoamínico vesicular (VMAT) para uso subsequente na 
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neurotransmissão, ou ainda, pode ser degradada pela ação das enzimas monoamina oxidase 

(MAO) ou catecol-O-etil transferase (COMT) (STANDAERT; GALANTER, 2009). Ou 

ainda, a DA pode ser metabolizada em ácido diidroxifenilacético (DOPAC) pela ação da 

enzima aldeído 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-1) diminuiu a densidade da VMAT2, enquanto o tratamento crônico 

aumentou. Esse estudo sugere que os níveis aumentados de VMAT2, pode, 

alternativamente, estar associado ao aumento do armazenamento da NE, uma vez que já se 

sabe que a DA é convertida em NE pela enzima dopamina β-hidroxilase (GLASER et al., 

2006). Além disso, observaram que o tratamento crônico 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 é sintetizado a partir do aminoácido triptofano pela enzima 

triptofano hidroxilase (TPH), que converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano. A seguir, a 

L-aminoácido aromático descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano em serotonina 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Biomarcadores de poluição ambiental 

O uso de biomarcadores em estudos de monitoramento tem sido uma ferramenta que 

possibilita a determinação de efeitos adversos causados em organismos aquáticos expostos a 

concentrações subletais de diferentes tipos de contaminantes (OOST; BEYER; VERMEULEN, 

2003). Dentre esses biomarcadores, os bioquímicos, que analisam as alterações nos sistemas 

enzimáticos dos organismos, têm sido bastante empregados em estudos de biomonitoramento 

ambiental. 

Sabe-se que os fármacos passam por um processo de metabolização por enzimas 

específicas, e são biotransformados em compostos mais facilmente excretados pela célula 

(JAKOBY e ZIEGLER, 1990). O grau de metabolização que ocorre pode variar muito entre os 

compostos; alguns são completamente metabolizados, enquanto outros compostos não são 

metabolizados e são excretados como o composto em sua forma original (CORCORAN et al., 

2010). A biotransformação dos compostos químicos é dividida em duas fases:  fase I (reações 

de oxidação, redução ou hidrólise) e a fase II (reações de conjugação) (OOST; BEYER; 

VERMEULEN, 2003).  
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As reações de fase I são catalisadas por uma família de enzimas monoxigenases 

microssomais, como o citocromo P450 (CYPs), que atuam transformando o composto químico 

original lipofílico em produtos mais solúveis em água, facilitando a excreção dos produtos de 

degradação (Bucheli e Fent, 1995). Essa família de CYPs apresenta uma grande variedade de 

isoformas nos organismos vivos. A isoforma CYP1A é um dos biomarcadores mais utilizados 

para os 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 avaliação da contaminação 

ambiental é a 7-benzilóxiresorufina O-desalquilase (BROD). Enzimas do citocromo P450 são 

importantes no metabolismo de um grande número de drogas terapêuticas (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 inibição de até 50% da atividade catalítica e 

dos níveis proteicos de   CYP450 em células hepáticas (NEDELEC; ROSENGREN, 2002).  

A fase II da biotransformação envolve a adição de um ligante endógeno, geralmente um 

grupo polar ao composto químico parental ou a seus metabólitos, para facilitar sua excreção 

(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Como exemplo de enzimas da fase II temos a 

glutationa tranfesrase (GST), que catalisam as reações adicionando a glutationa reduzida (GSH) 

ao composto original ou metabólito resultante da fase I, originando um conjugado de glutationa 

que será excretado em uma terceira fase (fase III) (Fig. 5). 

Figura 5 - Esquema simplificado das fases I e II da biotransformação e fase III de excreção. (NOGUEIRA 

et al., 2013)  
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Durante o processo de biotransformação dos fármacos, pode aumentar a formação de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), que correspondem aos produtos da redução do oxigênio 

molecular (O2), como o radical ânion superóxido (O2
•−), o radical hidroxila (•OH) e o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) (Reação 1) (STEGEMAN, 1993), que também são constantemente 

produzidas no organismo durante o processo de respiração celular (NORDBERG; ARNÉR, 

2001). No entanto, quando presentes em excesso no organismo, as EROs podem causar danos 

as biomoléculas levando à inativação enzimática, oxidação das bases do DNA, degradação de 

proteínas e peroxidação lipídica (LIVINGSTONE, 2001), gerando um quadro de estresse 

oxidativo no organismo. 

 

  

 

As células possuem um sistema de defesa antioxidante, enzimáticos e não-enzimáticos, 

que atuam para combater as ERO e minimizar os danos oxidativos causado por esses produtos 

(LÓPEZ-BAREA; PUEYO, 1998). O estresse oxidativo ocorre quando a taxa de produção de 

ERO excede a taxa de sua decomposição por sistemas antioxidantes, levando à 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), são enzimas 

específicas que catalisam reações que transformam as EROs em moléculas não reativas, 

contribuindo no controle do estresse oxidativo (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).  

As CATs são enzimas que facilitam a remoção do H2O2, que é metabolizado em O2 e 

água. Por outro lado, a GPx além de catalisar a redução de H2O2, reduz também os peróxidos 

lipídicos (ROOH). Uma diminuição na atividade das enzimas antioxidantes pode indicar que a 

capacidade antioxidante foi suprimida, favorecendo a ocorrência de processos oxidativos, como 

a peroxidação lipídica (LU; YANG; LI, 2013). A peroxidação lipídica é um processo no qual 

(Reação 1) 
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as membranas celulares são oxidadas pelas ERO, levando a formação de produtos secundários 

como o malondialdeído (MDA), que é amplamente usado como indicador de injúrias causadas 

por estresse oxidativo (ALMEIDA et al., 2005; OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) (Fig. 

6).  

 Figura 6 - Esquema simplificado da produção de ERO no metabolismo de detoxificação em situação de estresse 

oxidativo e peroxidação lipídica.  

 

 

 

 

 

 

 

A inibição de B-esterases, tais como carboxilesterases (CbE) e principalmente a 

acetilcolinesterase (AChE), também tem sido utilizada como indicativo da presença de 

fármacos no ambiente (FONTES et al., 2017; LIONETTO et al., 2013). A enzima AChE é 

predominante entre todas as formas colinesterásicas 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 sináptica causando hiperestimulação dos receptores de ACh que altera a contração 

muscular normal (VIOQUE-FERNÁNDEZ; ALVES DE ALMEIDA; LÓPEZ-BAREA, 2009) 

resultando em efeitos neurotóxicos deletérios nos organismos, podendo causar a morte do 

mesmo (PEAKALL, 1992). Porém, o papel fisiológico atribuído à AChE não se limita apenas 

à regulação de neurotransmissão, e pode afetar também os processos diferenciação neural 

(GREENE; RUKENSTEIN, 1981).  
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As CbE, tanto em vertebrados como em humanos, estão envolvidos no metabolismo de 

fármacos, especialmente, aqueles administrados em uma forma de éster (REDINBO; POTTER, 

2005; POTTER; WADKINS, 2006), e têm sido consideradas um biomarcador de efeitos 

neurotóxicos nos organismos. As CbE são uma família de isoenzimas (CES1, CES2, CES3) 

(SATOH; HOSOKAWA, 1995), que catalisam a hidrólise de ácidos graxos provenientes de 

compostos químicos, via adição de uma molécula de água ( MYERS et al. 1988).  Em humanos, 

sabe-se que o MF é metabolizado no fígado pela CES1A, porém, não há estudos que confirmem 

a participação dessa enzima na metabolização desse fármaco em peixes, o que faz dessas 

análises importantes biomarcadores para identificar efeitos deletérios causados pela 

contaminação por fármacos.   

Além das análises enzimáticas, variações moleculares também são rotineiramente 

utilizadas como biomarcadores na avaliação do impacto de poluentes ambientais (NIKINMAA; 

RYTKÖNEN, 2011; REGOLI; GIULIANI, 2014). Mecanismos que regulam a síntese, 

processamento, transporte, tradução e estabilidade de RNAm são pontos críticos na função 

celular (MAIER; GÜELL; SERRANO, 2009). No entanto, todas as etapas da via de expressão 

gênica podem ser reguladas pelas condições ambientais e pela exposição a contaminantes 

ambientais (NIKINMAA; RYTKÖNEN, 2011).  Por exemplo, EROs, como H2O2, são 

conhecidas por interferir na síntese de RNAm de CYPs (RISSO-DE FAVERNEY et al., 2000),  

prejudicando os processos de biotransformação da célula e tornando o indivíduo mais suscetível 

aos efeitos negativos da intoxicação. Por outro lado, essa interferência pode ocorrer também à 

nível pós-transcricional pelo aumento da degradação do RNAm,  

 

1.5 A tilápia como organismo teste  

Organismos aquáticos como peixes, são capazes de bioacumular poluentes direta ou 

indiretamente devido, principalmente, a ingestão de contaminantes lançados em corpos 
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aquáticos (MATSUMOTO et al., 2006). A tilápia-do-Nilo (Figura 7) (Linneaus, 1758), é uma 

das espécies tropicais e subtropicais mais importantes economicamente, de manejo fácil e 

grande sensibilidade frente a poluentes ambientais, o que a tornou um modelo biológico muito 

utilizado em diversos estudos para determinar a  toxicidade de substâncias presentes nos 

ambientes aquáticos (BOSCOLO PEREIRA et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2011; TRÍDICO 

et al., 2010). As tilápias apresentam padrões de comportamentos sociais e estabelecem 

hierarquia de dominância e subordinação dentro do território habitado pelo grupo 

(GOLDSTEIN et al., 1988), portanto, são consideradas modelos excelentes para explorar os 

efeitos dos contaminantes ambientais no comportamento agressivo dos peixes (BARRETO; 

BOSCOLO; GONÇALVES-DE-FREITAS, 2015; BOSCOLO et al., 2018b; BOSCOLO; 

MORAIS; GONÇALVES-DE-FREITAS, 2011).  

Figura 7 - Oreochromis niloticus (Tilápia do Nilo) 

 

 

 

 

 A história comportamental das interações agressivas é um fator preponderante na 

determinação resposta ao estresse socialmente mediada na tilápia do Nilo (ALVARENGA; 

VOLPATO, 1995).  Estudos indicam que neurotransmissores, como a DA influenciam a 

agressividade por meio da modulação 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-relação pode ser afetada pela presença de 

poluentes ambientais que atuam no sistema dopaminérgico e serotoninérgico, como o MF que 

afeta as interações agressivas entre os peixes.  
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O ensaio de agressão por espelho é um método rápido para avaliar comportamentos 

agressivos em peixes (ELWOOD et al., 2014; MCCALLUM et al., 2017). Ainda, pode-se dizer 

que no contexto da pesquisa de personalidade, o uso de espelhos para avaliar a agressividade é 

ainda uma técnica com mérito, particularmente, porque evita a necessidade de enfrentar um 

adversário real, consequentemente, evita problemas de bem-estar que surgem entre dois animais 

colocados juntos, onde um pode prejudicar a saúde do outro (ELWOOD et al., 2014).  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO GERAL  

O metilfenidato em concentrações ambientalmente realística:  

 Aumentou a agressividade nos animais. Porém, diferentemente do esperado, o aumento da 

agressividade parece estar relacionado a uma diminuição dos níveis de 5HT.  Esse efeito não 

se refletiu nos níveis de DA e no nível de transcrito do transportador, dos receptores de DA e 

da enzima TH. 

 Não causou estresse oxidativo nos peixes, uma vez que não alterou o sistema de enzimas 

antioxidantes, e não ocasionou níveis aumentados de peroxidação lipídica.  

 Provocou uma diminuição da atividade da AChE na brânquia, que pode ter causado uma 

hiperestimulação do SNC, que por sua vez, pode ter contribuído com o aumento da 

agressividade dos animais. Entretanto, a atividade da AChE não foi medida no encéfalo. 

 Além disso, um aumento da atividade da CbE na brânquia sugere que o essa enzima esteja 

atuando na metabolização desse fármaco em tilápias do Nilo 

Desta maneira, nossos resultados reforçam a importância de estudos que avaliem os riscos que 

os fármacos, em concentrações ambientalmente realísticas, podem causar em organismos não 

alvo, assim como, a importância de uma melhor eficiência na remoção dos fármacos pelos 

processos convencionais de tratamento dos efluentes.  
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