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RESUMO

A finasterida e a testosterona sdo hormoénios que possuem acdo anti-androgénica
(inibicdo da 5a-redutase) e androgénica respectivamente, que podem agir como
disruptores enddécrinos causando efeitos negativos aos animais aquaticos e suas
proles. A finasterida foi desenvolvida inicialmente para tratar a hiperplasia prostatica
benigna, porém, foi apresentada como uma grande descoberta no tratamento da
Alopecia androgenética (calvicie), ja a testosterona € o horménio responsavel pelas
caracteristicas sexuais secundarias e tem como metabdlito mais ativo a di-
hidrotestosterona, principal responsavel pela calvicie. Entretanto, a finasterida assim
como a testosterona sdo comumente usadas em diversas situagdes, tanto por homens
no tratamento contra a perda de cabelo (finasterida) ou na reversdo sexual de peixes
(testosterona), o que eleva as presencas desses horménios no ambiente aquético.
Uma vez no ambiente tanto a finasterida como a testosterona passam a ter acéo de
disruptores endocrinos, sendo um dos mais potentes poluentes aquaticos. Por possui
propriedades hidrofobicas que reduz suas biodisponibilidades, tais hormoénios podem
ser complexados a ciclodextrinas (CDs) o que reduzir esta limitagcdo, logo sua
utilizacdo em complexos de inclusdo aumentaria sua solubilidade e absorcéo,
podendo alterar uma ou mais vias hormonais. Diante do exposto, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar os efeitos toxicos do complexo de inclusdo Finasterida [3-
ciclodextrina (B-CD) e Testosterona B-ciclodextrina (B-CD), através da exposicao
cronica em concentragdes subletais sob os e embrides e adultos de zebrafish (Danio
rerio). Os embrides foram expostos por periodos de 96 horas pos-fertilizacdo para a
avaliacdo da mortalidade, efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca. Os grupos
foram divididos em: controle, finasterida (FIN) e testosterona (T) livres nas
concentracbes de 280, 560, 1120, 2240, 4480 ng/L, e finasterida (FIN-B-CD) e
testosterona (T-B-CD) complexadas a B-CD nas concentracdes de 280 e 4480 ng/L.
Os adultos foram expostos por um periodo de 60 dias para a avaliar alteracdes
comportamentais e sobrevivéncia diaria relacionadas a exposicéo de finasterida (FIN)
e testosterona (T) livres e complexadas (3-CD) nas concentracdes 280 e 4480 ng/L.
Os embrides, ndo apresentaram mortalidade nas concentragdes de 280 - 4480 ng/L
em todo os todos 0s grupos expostos. Efeitos teratogénicos, de forma semelhante
também ndo foram observados nos grupos nas diferentes concentracfes. Nas

frequéncias cardiacas dos embrides, foram constatadas variagdes significativas (p <



0,05) quando comparadas ao grupo controle em todos 0s grupos expostos. Os adultos
expostos as concentracdes de finasterida e testosterona livres e complexadas
apresentaram modificacfes (p < 0,05) na frequéncia de exibicdo de comportamentos
ativos como Nadar lento e Nadar rdpido, como também nos comportamentos
agonisticos. Conclui-se entdo, que em testes com os embrides, FIN e FIN-B-CD assim
como T e T- B-CD, podem modificar suas frequéncias cardiacas e que a exposi¢cao
dos adultos aos mesmo hormonios promoveram uma reducdo na sua capacidade
locomotora e um aumento na agressividade dos animais.

PALAVRAS-CHAVE: Anti-androgénica, peixes, hormonios, Complexo de incluséo,

Comportamento animal, Disruptor enddcrino, Efeitos toxicos.



ABSTRACT
Finasteride and testosterone are hormones that have anti-androgenic action (inhibition
of 5a-reductase) and androgen respectively, which can act as endocrine disruptors
causing negative effects on aquatic animals and their offspring. Finasteride was initially
developed to treat benign prostatic hyperplasia, however, was presented as a major
discovery in the treatment of androgenetic alopecia (baldness) already the
testosterone is the hormone responsible for secondary sexual characteristics and has
the most active metabolite the dihydrotestosterone, main responsible for baldness.
However, finasteride as well as testosterone are commonly used in various situations,
both by men in the treatment against hair loss (finasteride) or sexual reversal of fish
(testosterone), which increases the presence of these hormones in the aquatic
environment. Once in the environment both finasteride and testosterone begin to have
action of endocrine disruptors, being one of the most powerful aquatic pollutants.
Because it has hydrophobic properties which reduces their bioavailability, such
hormones can be complexed to cyclodextrins (CDs) to reduce this limitation, therefore
its use in inclusion complexes would increase its solubility and absorption, and may
change one or more hormonal pathways. In view of the foregoing, the present study
aims to evaluate the toxic effects of the inclusion complex Finasteride B-cyclodextrin
(B-CD) and Testosterone B-cyclodextrin (B-CD), through chronic exposure to sublethal
concentrations under the embryos and adults of the zebrafish (Danio rerio). The work
was aimed to evaluate the toxic effects of finasteride and testosterone free and
complexed into cyclodextrin on the physiological and behavioral parameters of
embryos and adults of the Danio rerio fish. The embryos were exposed for periods of
96 hours post-fertilization for the evaluation of mortality, teratogenic effects, and heart
rate. The groups were divided into control, free finasteride (FIN) and testosterone (T)
at the concentrations of 280, 560, 1120, 2240, 4480 ng/L, and finasteride (FIN-3-CD)
and testosterone (T-B-CD) complexed into B-CD at concentrations of 280 and 4480
ng/L. Adults were exposed for a period of 60 days to evaluate behavioral changes and
daily survival related to exposure to free finasteride (FIN) and testosterone (T)
complexed into B-CD at concentrations 280 and 4480 ng/L. The embryos did not
exhibit mortality at concentrations of 280 - 4480 ng/L in the all groups exposed.
Similarly, it was not observed teratogenic effects in the groups exposed to different
concentrations. In the heart frequencies of the embryos, significant variations were

observed (p < 0 .05) when compared to the control group. Adults exposed to free and



complexed finasteride and testosterone had significant alterations (p < 0.05) in the
most active behaviors such as slow swim and fast swim, as well as in agonistic
behaviors. It can be concluded that in tests with embryos, FIN and FIN-B-CD as well T
and T- B-CD, may interfere in the heart rate and the exposure of adults to the same
hormones promoted a reduction in their locomotor capacity and can increase in the
aggressiveness of the animals.

KEY WORDS: Anti-androgenic, fishes, hormones, Inclusion complex, Animal

behavior, Endocrine disruptor, Toxic effects.
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1. INTRODUCAO

Dentre os produtos quimicos que sao classificados como poluentes ambientais,
os Disruptores Endocrinos (DE) sédo "substancias exégenas que alteram as funcoes
do sistema enddcrino e, consequentemente, causam efeitos adversos na saude de
um organismo intacto ou nas suas popula¢cdes (SOEIRO; FERREIRA, 2014). Podem
ser encontrados no ambiente em concentragdes de ug/L e ng/L (BILA; DEZOTTI,
2007; LOPES et al., 2010), o que seria suficiente para causar interferéncia ao sistema
enddcrino dos animais (JEAN-CLAUDE; AMIARD-TRIQUET, 2015). A exposi¢do a um
DE pode alterar uma ou mais vias hormonais e essas interrup¢cdes na homeostase
pode resultar em interferéncia na reproducéo, crescimento, sobrevivéncia e alteracfes
comportamentais (COOKE et al., 2013). Tais efeitos ndo apenas estariam presentes
em organismos aquaticos como também nos organismos terrestres em qualquer nivel
de organizacdo, desde estruturas celulares até individuos, populacdes e comunidades
(COSTA e OLIVI, 2008) resultando em um risco consideravel, em particular aos
organismos mais sensiveis.

Algumas substancias de uso constante devem receber atencéo especial como
os antibidticos e horménios (SANTOS et al., 2004). Neste caso, 0os horménios
esteroides sdo um grupo de compostos que controlam diversas fun¢gdes do sistema
enddcrino. Os principais e mais potentes androgenos sdo a testosterona e a 5a-di-hi
drotestosterona (DHT), metabolito mediado pela 5a-redutase, principal responsavel
pela alopécia androgenética (calvicie). As isoenzimas de acdo antiandrogénica
finasterida (Proscar e Propecia) e dutasteride (Avodart) foram desenvolvidas
inicialmente para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna, contudo, tornou-se
uma das principais op¢cfes no combate a alopécia androgenética (calvicie), ficando
entre os 200 farmacos mais vendidas nos EUA em 2010 (VERISPAN VONA, 2010),
devido os efeitos inibidores da 5a-redutase que reduz em até 70% os niveis do DHT.
Devido ao grande uso da testosterona e da finasterida, ja podem ser encontradas no
ambiente devido ao descarte inadequado. A finasterida mesmo possuindo baixa
solubilidade em agua pode ser encontrada em concentracdes de 280 ng/L (FICK et
al.,, 2010), j& a testosterona em concentracdes de 320 ng/L (SHORE; GUREVICH,;
SHEMESH, 1993).

Devido a baixa solubilidade aquosa desses andrégenos e anti-androgénicos, o
gue reduz sua biodisponibilidade e consequentemente seu efeito farmacoldgico, a

complexacdo com ciclodextrinas vem sendo proposta (LEE; LOUX-TURNER,;
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OLIVEIRA, 2015). Ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos formados por
mondmetros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4 apresentando estrutura
em forma de cone com interior hidrofébico e exterior hidrofilico que possui a
capacidade de formar complexos de inclusao com farmacos hidrofébicos aumentando
a sua biodisponibilidade (LOFTSSON, 2015). Diante de um possivel uso de
complexos de inclusdo com farmacos pela industria farmacéutica e consequente
descarte destes novos produtos no ambiente. Se faz necessario novos estudos
toxicoldgicos para a avaliar o impacto que esta substancia tem sobre populacdes de
animais aquaticos.

Os estudos toxicolégicos em animais aquaticos sao uma importante ferramenta
para a compreensao do efeito desses compostos na biota aquatica, para tal, os peixes
constituem uma das classes de vertebrados mais utilizada em pesquisas, por serem
excelentes organismos-modelos. No Brasil a espécie mais utilizada é o zebrafish
(Danio rerio) (COSTA E OLIVI, 2008), uma vez que possuem semelhancas fisioldgicas
com os seres humanos a niveis de biologia molecular e embriologica das células
germinativas (DAMMSKI; MULLER, 2011).

Neste aspecto, 0 n0sso estudo se 0 apresenta com um importante objetivo de
analisar os efeitos toxicos dos complexos de inclusédo finasterida-ciclodextrina e
testosterona-ciclodextrina bem como as formas livres destes hormdnios nos
parametros biolégicos do zebrafish (Danio rerio) em duas fazes do desenvolvimento

(embrido e adultos) como modelo in vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. DISRUPTORES ENDOCRINOS

O sistema endocrino (SE) é essencial para a saude de humanos e animais, €
responsavel pelo desenvolvimento do organismo e manutencdo das funcdes dos
diferentes orgaos e tecidos (JEAN-CLAUDE; AMIARD-TRIQUET, 2015). O SE usa
horménios para controlar respostas que ndo precisam ser imediatas, mas devem ser
duradouras, como crescimento, taxa metabolica, desenvolvimento sexual e
reproducao (LU; ZHU; ZHU, 2017), diante disto, os possiveis efeitos adversos nesse
sistema podem nao ser observados de imediato, podendo ter impactos a longo prazo
nao soO sobre a nossa saude como também a salde dos animais. Dentre os poluentes
guimicos que podem causar os efeitos adversos ao SE, destacam-se os disruptores
enddcrinos (DE) que sdo substancias antropogénicas presentes em quantidades
minimas no meio ambiente (BILA; DEZOTTI, 2007; YANG et al., 2015).

Os DEs séo produtos quimicos que interferem nos sistemas hormonais e
produzem efeitos adversos no desenvolvimento, reproducdo, neurologicos e
imunolégicos em mamiferos (YANG et al., 2015) além da desregulacdo hormonal nos
peixes no ambiente aquatico (AHMADIVAND et al., 2015). Originalmente os efeitos
da exposicao aos DE foram associados a ocorréncia de distlrbios em varias espécies
selvagens.

Nas ultimas décadas, tem se intensificado estudos experimentais, clinicos e
epidemiologicos focados nos efeitos dos DE em animais (BITTENCOURT et. al., 2018;
SOARES et. al., 2016) e humanos (LU; ZHU; ZHU, 2017). O que de fato é justificavel,
uma vez que nos ultimos 50 anos tem-se verificado um aumento significativo da
incidéncia de doencas associadas a disturbios endocrinos, como disturbios
reprodutivos, de obesidade, diabetes e canceres (PONTELLI; NUNES; OLIVEIRA,
2016). Além disso, a rapida velocidade deste aumento ndo explicada por mecanismos
genéticos nem por diagndsticos levantou a possibilidade de existirem fatores
ambientais intervenientes (SOEIRO; FERREIRA, 2014).

2.2. FINASTERIDA

A finasterida (Tabela 1) € um horménio de acdo anti-androgénica (MILAO;
WEID, 2009). E um sélido cristalino branco com o peso molecular de 372,55 g/mol,
tem férmula molecular C23H3sN202 e apresenta-se como, N-(2-metil-2-propil)-3-oxo-4-

aza-5a-androst-1-eno-17B carboxamida (ASBAHR et al., 2009). Sendo o primeiro
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inibidor de 5a-redutase (5a-R) a ser aprovado clinicamente para uso em homens no
tratamento da hiperplasia benigna da prostata (HBP) em 1992 e para o tratamento da
alopecia androgenética em 1997 (FINN et al., 2006). As aplicacdes clinicas da
finasterida tem como base sua capacidade de prevenir a conversao de testosterona
para di-hidrotrestosterona (DHT).

Tabela 1.a. Propriedades fisico-quimicas da Finasterida (Fonte: Pubchem, 2017)

Finasterida - Estrutura quimica

O CHs
CH3
CHs
0]

Férmula molecular C23H36 02
Peso molecular 372,55 g/ mol
Ponto de fuséo 260,35°C

Solubilidade em agua 0,043 mg/mL (25 ° C)

A finasterida (Propecia ou Proscar) tem como mecanismo de acéo a inibicdo
da 5a-R tipo 1 e 2, entretanto com maior afinidade pelo tipo 2 (FINN et al., 2006),
enzima responsavel pela conversdo da testosterona (T) em di-hidrotrestosterona
(DHT). Os altos niveis de DHT principalmente em homens adultos & o principal
responsavel pela alopecia androgenética (REBORA, 2004). Funcionando como um
azasterdide, a finasterida quando administrada por via oral, diminui 0s niveis
plasmaticos de di-hidrotestosterona em 60 a 70% (CAROLINA; ASBAHR, 2008),
consequentemente sua a¢ao reduz os niveis de DHT no couro cabeludo.

No entanto, por se tratar de um hormoénio, a finasterida uma vez no meio
ambiente pode desenvolver acBes de disruptores enddcrinos, um dos mais fortes
poluentes da biota aquatica. Isto seria suficiente para causar diversos efeitos aos
organismos aquaticos como, acfes androgénicas em peixes fémeas, tais como o
desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos masculinos (GHISELLI E JARDIM, 2007),
feminizacdo dos peixes machos (VYMAZAL et al, 2015) ou alteracbes
comportamentais (SANTOS et al., 2016). Além do mais, por ser uma substancia anti-
androgénica, estudos mostram que a finasterida ndo so afeta os niveis reduzidos de

50-R da testosterona, como também de outros metabdlitos e precursores, o que


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C21H30O2&sort=mw&sort_dir=asc
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sugere que este medicamento tenha uma consequéncia ampla nos niveis de
esteroides neuroativos dos pacientes (MELCANGI et al., 2017).

De acordo com Finn et al. (2006) através de sua capacidade de inibir a
formacdo de esteroides neuroativos, a finasterida pode alterar as fungdes e o
comportamento do cérebro, interferindo em uma série de fungdes fisioldgicas. Tais
como, a acao sobre receptores visuais modulando sua sensibilidade e afetando
comportamentos reprodutivos associada a visao durante a estacdo de acasalamento
(SHAO et al., 2014). Segundo Lee et al. (2015) a exposicdo a finasterida propde que
a 50-R pode estar envolvida na biossintese de esteroides e na sinalizacdo de
andrégenos, via DHT, em peixe.

E valido ressaltar que estas informacgdes s&o uma parte da realidade, sendo o
namero real possivelmente bem maior, ja que alguns dos efeitos podem se confundir
com sintomas de outros fatores. Uma vez que, os residuos hormonais produzidos pelo
uso de medicamentos tém sua entrada diaria ho meio ambiente, que mesmo em

baixas concentracfes podem ser perigosos para a biota aquéatica.

2.3. TESTOSTERONA

A testosterona (Tabela 2) € um hormdnio andrdégeno, principal responsavel pelo
desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas
(HOLSCHBACK, 2017). E sintetizado a partir do colesterol por uma sequéncia
enzimatica dentro células de Leydig, localizadas nos testiculos. Sendo sua producao
modulada pelo hormonio luteinizante (LH) (AHMED et al., 2016). A testosterona pode
ser convertida em metabolitos biologicamente ativos em determinados tecidos
(SANTOS, 2013), como a di-hidrotestosterona (DHT) convertida pela 5a-R, que se liga
com maior afinidade aos receptores androgénicos da testosterona, ativando a
expressao génica de forma mais eficiente (PUBCHEM, 2017), porém, podendo causar

efeitos agonistas indesejaveis.
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Tabela 2.a. Propriedades fisico-quimicas da Testosterona (Fonte: Pubchem, 2017)

Testosterona — Estrutura quimica

Dm
Férmula molecular C19H20:
Peso molecular 288.431 g/mol
Ponto de fusao 155,0°C
Solubilidade em agua Insolavel

A testosterona e seus derivados sao utilizados nos mais diversos casos, COmo
no tratamento de sindromes da menopausa, préstata e de mama, aplicacdo na
piscicultura, para reversdo sexual de peixes, reposicdo hormonal em mulheres
(PRAVEENA et al., 2016; FARI e RUSSO, 2017). Logo, o0 seu 0 uso indiscriminado
resulta na producao de residuos acima dos limites biologicamente aceitaveis no meio
ambiente (CARVALHO, 2014). Por ndo sofre fotdlise nem tdo pouco possuir em sua
estrutura grupos funcionais que se hidrolisam em condi¢cdes ambientais (PUBCHEM,
2014), a maior preocupacao em relacéo ao uso inadequado destes hormdonios refere-
se a sua bioacumulagdo no meio ambiente e organismos aquaticos.

N&o é novidade que a exposicdo de animais aquéticos a horménios € um
problema, estudos como o de Guillette em 1995 mostraram que espécies de jovens
jacarés que viveram em lagos poluidos da florida apresentaram anomalias no sistema
reprodutivo como diminuicéo do pénis. Sendo a causa dessas anomalias a presenca
de substancias anti-androgenicas. De acordo com Ghiselli e Jardim (2007), exposicao
a androgenos pode provocar em peixes fémeas o desenvolvimento de testiculos,
produzindo assim individuos que crescem e funcionam reprodutivamente como
machos. Além disso, estudos concluiram que a concentracdo de horménios nos rios
provocou efeitos adversos na espécie de peixe Pimephales promelas diminuindo a
mobilidade dos espermatozoides (MURACK et al., 2011).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C21H30O2&sort=mw&sort_dir=asc
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2.4. CICLODEXTRINAS E O SISTEMA DE FORMACAO DE COMPLEXOS DE
INCLUSAO.
2.4.1 ESTRUTURA DAS CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) (figura 1) sdo oligossacarideos ciclicos cristalinos,
constituidos por um numero variavel de unidades de glicose, unidas por ligagdes a-
(1,4), suas formas naturais sdo as a-, B- e y-ciclodextrinas (UEKAMA; HIRAYAMA,
IRIE, 1998). Também conhecidas como cicloamiloses, ciclomaltoses ou dextrinas de
Schardinger (DEL VALLE, 2004), as CDs sao formadas durante a acao das enzimas
glicosiltransferases (CGTases) sobre o amido (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).
Sao moléculas, homogéneas em forma de anel com uma cavidade interna hidrofébica
de dimensfes médias (1,5 nm x 0,7 nm x 0,8 nm) e uma superficie hidrofilica, devido
a presenca de OH (FETT, 1999). A estrutura espacial conica (figura 3) e a orientacéo
dos grupos hidroxilicos para o exterior conferem a estes oligossacarideos ciclicos
propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso
e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofébicas
(CADENA et al., 2009; DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007).

A solubilidade das CDs (a-, B- e y-) esta diretamente relacionada com a
temperatura, além disso apresentam solubilidade em agua de forma distinta, com a-
CD e vy-CD relativamente altas apresentando 14,59 e 23,2g por 100mL
respectivamente, enquanto a -CD é de apenas 1,85g por 100 mL a 25°C (DEL
VALLE, 2004), sendo em alguns casos, inferior a da molécula héspede (DA CUNHA
FILHO; SA-BARRETO, 2007). Além das CDs naturais, os derivados semissintéticos
ou CDs modificadas surgiram como promissores para a formacdo de complexos de
inclusdo na tentativa de melhorar ou alterar suas estruturas adequando a varios
setores (VENTURINI et al., 2008). Atualmente, existem centenas desses derivados,
mas apenas alguns sdo de interesse farmacéutico, entre eles os com maior
capacidade de reconhecimento molecular e solubilidade aquosa (DA CUNHA FILHO;
SA-BARRETO, 2007; GUEDES et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura de o-, B- e y-ciclodextrina e suas dimensfes. Fonte: Adaptado de Loftsson e
Brewster, 2004.

2.4.2 HISTORICO

As ciclodextrinas (CDs) foram descobertas hd aproximadamente 127 anos,
quando as primeiras CDs foram isoladas por A. Viliers em 1891 (FETT, 1999;
GUEDES et al., 2008). Entretanto, foi Franz Schardinger que entre 1903 e 1911,
realizou uma abordagem mais ampla, nesta incluia seu preparo, isolamento e
caracterizacio das CDs (LOFTSSON e DUCHENE, 2007). Entre os anos de 1935 a
1955 as estruturas quimicas, propriedades fisico-quimicas e habilidades de formar
complexos de inclusdo das ciclodextrinas foram confirmadas por Freudenberg, French
e Cramer (UEKAMA et. al, 1998).

No decorrer do século estudos mais aprofundados envolvendo as CDs foram
sendo desenvolvidos por freudenberg, que propds o mecanismo de formagao das CDs
por acdo enzimatica da glicosiltransferase (CGtase) sobre o amido (CLAKER et. al,
1988). A partir da década de 60 o dominio do método de preparacdo de CDs em
escalas laboratoriais mais as informacgfes sobre sua estrutura e propriedades fisico-
guimicas, levaram a estudos mais detalhados (VENTURINI et al., 2008). Em 1970,
através de um grande esfor¢co tecnolégico com um forte investimento em pesquisa,
além da desmitificacdo da toxicidade das CDs viabilizaram sua producdo e
consequentemente aplicacdo farmacéutica (DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007;
VENTURINI et al., 2008).
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2.4.3. TOXICIDADE DAS CICLODEXTRINAS

De acordo com Davis e Brewster (2004) as ciclodextrinas sao praticamente
atoxicas e sua toxicidade vai depender de sua via de administracdo. Estudos de
toxicidade com CD demonstraram que a administragao por via oral apresentam uma
toxicidade muito baixa (DEL VALLE, 2004), isso se da devido a baixa absorcéo do
trato gastrointestinal, uma vez que ciclodextrinas naturais além de produzidas pelo
amido, sdo metabolizadas ao nivel do colon e do ceco pelas bactérias da flora
intestinal (SALTAO; VEIGA, 2001).

De acordo com Veiga, Pecorelli e Ribeiro (2006) a toxicidade das CDs podera
torna-se um problema se a via de administracdo dos complexos néo for a adequada
para um determinado tipo de CD. Entretanto, como ja mencionado, desde a década
de 70 estudos toxicologicos com ciclodextrinas demonstraram sua baixa toxicidade
(VENTURINI et al.,, 2008), atualmente foram listadas pela Food and Drug
Administration (FDA) que reconhece as ciclodextrinas como seguras de acordo com
a GRAS (ATUL et al.,2017).

2.4.2 CARACTERIZAQAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Os complexos de incluséo (figura 2) é a capacidade de encapsulacdo de
moléculas. E formado quando uma molécula convidada é hospedada dentro de uma
molécula hospedeira (CD) através de suas cavidades hidrofilica e hidrofébica (DEL
VALLE, 2004; CELEBIOGLU et al., 2016).

Figura 2. Complexos de incluséo Finasterida (centrol) em Ciclodextrinas. (Fonte: Adaptado de Mady e
Aly 2017)
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As CDs possuem a propriedade de formar os complexos de inclusdo com uma
grande variedade de moléculas. Porém, em virtude de cada CD apresentar
capacidade propria para formar os complexos de inclusdo com moléculas especificas,
a formacdo dos complexos é determinada pelas caracteristicas das moléculas
hospedes adequadas as caracteristicas hidrofébicas e ao tamanho da CD (OLIVEIRA;
SANTOS; COELHO, 2009). Em virtude disto, uma das condi¢cdes minimas para a
formacdo dos complexos de inclusdo é a compatibilidade geométrica entre as
moléculas hospede e hospedeira (SALTAO; VEIGA, 2001).

De acordo com Blanco Garcia (2016), os complexos sao utilizados
principalmente em produtos farmacéuticos. Tendo como objetivo melhorar as
caracteristicas farmacoldgicas das substancias, como estabilidade, biodisponibilidade
e diminuindo a volatilidade, aumentando assim suas propriedades sem diminuir seu
potencial (LOFTSSON, 2015). Atualmente ha um numero consideravel de
medicamentos que possuem em suas estruturas, complexos de inclusdo com
diferentes tipos de CDs (DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007). O que faz dos
complexos de inclusédo um dos meios de pesquisas mais estudados na industria
farmacéutica, aumentando o numero de publicacdes relativas a CDs sistematicamente

nos ultimos anos.

2.5. COMPLEXOS DE INCLUSAO FINASTERIDA-B-CICLODEXTRINA E
TESTOSTERONA-B-CICLODEXTRINA.

A finasterida por ser um horménio, apresenta pouca solubilidade em agua, boa
permeabilidade estando na classe Il do Sistema de classificacdo biofarmacéutica
(SCB) (MADY; ALY, 2017) e uma oOtima solubilidade em solventes organicos polares,
como etanol, metanol e cloroférmio. Tem uma biodisponibilidade média de 63%
(MADY; ALY, 2017) e solubilidade em meio aquoso a temperatura ambiente na ordem
de 0,043 mg/mL (LOFTSSON, 2006). Sua propriedade hidrofébica reduz sua
biodisponibilidade, o que pode ser resolvida através da formacdo complexos de
incluséo finasterida-B-ciclodextrinas (LEE; LOUX-TURNER; OLIVEIRA, 2015; MADY;
ALY, 2017).

De acordo com Mady e Aly (2017) o complexo de inclusdo com [-CD
proporciona maior eficiéncia de complexagéo e melhorar a solubilidade da finasterida
e, portanto, aumenta a sua biodisponibilidade, o mesmo acontecendo com o0s

parametros farmacocinéticos, com uma maior taxa de absor¢cdo quando comparado
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com o farmaco sozinho. Entretanto, de acordo com Lee et al. (2015) a finasterida
apresentou riscos a populacdes de peixes e até mesmo morte com uma exposicao de
5000 pg/L, muito acima do previsto. Porém pouco se sabe sobre sua forma
complexada, visto que farmacos complexados a ciclodextrinas podem desenvolver
algumas propriedades desfavoraveis.

Diante disto, € preciso determinar ensaios biolégicos para entendermos os
efeitos desses complexos de inclusdo envolvendo a finasterida- B-CD. Uma vez que,
estudos em animais fornecem evidéncias de um papel fundamental do 5a-R na
fisiologia erétil (TRAISH, 2014) além das vias de sinalizacdo dos mamiferos se
comportarem de forma semelhante em peixes (VARELA; FIGUERAS; NOVOA, 2017).

2.6 PEIXES COMO MODELO ANIMAL
2.6.1 Danio rerio: CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA

O Brachydanio rerio (Figura 3) ou simplesmente Danio rerio é um peixe
teledsteo de ordem cipriniforme, pertencente a familia dos cyprinidae (SCHNEIDER
et al., 2009). E um peixe tropical de agua doce, nativo do sul da Asia e originario das
partes baixas dos principais rios da india, Bangladesh e Nepal (DAMMSKI; MULLER,
2011). Descrito por Hamilton Buchanan em 1822, é conhecido popularmente no Brasil
como peixe zebra, sdo animais oviparos de habitos alimentares onivoros e apresenta
uma grande adaptabilidade, podendo sobreviver em diferentes condi¢bes ambientais
(SILVA et al., 2010).

Figura 3. Morfologia externa do Danio rerio (Fonte: Préprio autor).
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O D. rerio tem como a caracteristica mais marcante o seu padréo de listras
pretas e brancas ao longo do corpo e das nadadeiras anal e caudal (DAMMSKI,
MULLER, 2011) que trazem uma breve semelhanca das listras de uma zebra.
Possuem corpos alongados e delgados, na forma fusiforme, além de uma cabeca
curta que corresponde de 10 a 15% do tamanho total do corpo. O Seu ciclo de vida
pode se estender até mil dias (DAMMSKI; MULLER, 2011), embora em condi¢cGes
ideias de cativeiro, isso pode ser prolongado para mais de cinco anos (SPENCE, et
al. 2007). O zebrafish durante seu desenvolvimento passa pelos estagios larval,
juvenil e adultos, quando apresentam um comprimento de 3 a 4 cm (SCHNEIDER et

al., 2009) em aproximadamente 90 dias (Figura 4).

. |

Figura 4. Ciclo de vida do zebrafish (Danio rerio) do embrido ao animal adulto. Fonte: Préprio autor.

De acordo com Sant’anna (2009), o zebrafish foi introduzido como modelo em
pesquisas genéticas em 1981, pelo pesquisador George Streisinger. Por possuir
caracteristicas ideias para serem usadas em pesquisas relacionadas a humanos,
tornou-se rapidamente um popular modelo animal (KALUEFF, 2015). Uma dessas
caracteristicas é sua semelhanca fisiolégica com mamiferos em virtude de seu
genoma possuir um alto grau de similaridade com o genoma dos camundongos e
humanos (BARBAZUK et al., 2000; BRIGGS, 2002). De acordo com Howe (2013) o

genoma humano apresenta 70% de similaridade e com do Danio rerio. Outras
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caracteristicas que colaboram para sua utilizacdo no campo laboratorial € sua
facilidade de manipulacdo genética, sensibilidade a fatores farmacologicos,
comportamento robusto, baixo custo (KALUEFF et al., 2013; SCHNEIDER et al.,
2009), seu manejo, facilidade na reproducdo e manutencdo, além dos métodos de
criacdo ja bem estabelecidos (WESTERFIELD, 1994). Segundo Kalueff (2013), € o
peixe que fornece o maior numero de informacdes a nivel de desenvolvimento,
cardiotoxicidade e neurotoxicidade.

Testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais, realizados sob condicOes
experimentais especificas e controladas (COSTA e OLIVI, 2008), que podem ser
realizados em culturas de células (in vitro) ou com organismos vivos (in vivo) como
peixes, ratos e até seres humanos (PASCHOALINO et al, 2010). Entretanto, 0s
principais animais utilizados nos testes toxicolégicos sé@o os peixes, sendo o Danio
rerio a espécie mais utilizada atualmente (LANTZ-MCPEAK et al., 2015). Uma vez
gue, apresenta-se como organismo teste de facil adaptacdo em laboratorio,
reproducdo continua e um numero de ovos suficiente para os testes toxicoldgicos
propostos (TRAMUJAS et al.,, 2006). No geral os testes feitos com peixes sao
concluidos em um periodo de tempo mais curto quando comparado aos mamiferos
(ELLIS et al., 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos toxicos da finasterida e testosterona livres e complexadas a

ciclodextrinas sobre os parametros biolégicos de zebrafish (Danio rerio).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a formacdo de complexos de incluséo finasterida—ciclodextrina e
testosterona-ciclodextrina;

e Realizar ensaios toxicoldgicos em peixes sob exposicao a finasterida e testosterona
livres e complexadas a ciclodextrina, como também aos medicamentos de uso
comercial;

e Realizar testes de toxicidade aguda em embrides de Danio rerio;

e Estudar o efeito crénico da finasterida sob os parametros zootécnicos de peixes
adultos de Danio rerio;

e Estudar como a finasterida e testosterona livres e complexadas pode afetar o

comportamento dos animais.
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Capitulo 1
Artigo que serd submetido a Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Qualis A2)

Efeitos tdxicos da finasterida e testosterona livres e complexadas a ciclodextrina na

fisiologia e comportamento de embrides e adultos de zebrafish (Danio rerio)

[Toxic effects of finasteride and testosterone free and complexed into cyclodextrin in
physiology and behavior of embryos and adults of zebrafish (Danio rerio)]

Resumo

Objetivo-se a avaliacdo dos efeitos toxicos da finasterida e testosterona livres e complexadas
sobre os parametros fisioldgicos e comportamentais de embrides e adultos do peixe Danio rerio.
Os embrides foram expostos por periodos de 96 horas pos-fertilizacdo para a avaliacdo da
mortalidade, efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca. Os grupos foram divididos em:
controle, finasterida (FIN) e testosterona (T) livres nas concentracdes de 280, 560, 1120, 2240,
4480 ng/L, e finasterida (FIN-B-CD) e testosterona (T-B-CD) complexadas a B-CD nas
concentracOes de 280 e 4480 ng/L. Os adultos foram expostos por um periodo de 60 dias para
a avaliar alteracbes comportamentais e sobrevivéncia diaria relacionadas a exposicdo de
finasterida (FIN) e testosterona (T) livres e complexadas (f-CD) nas concentragdes 280 e 4480
ng/L. Nao foram apresentadas alteracdes, mortalidades ou efeitos teratogénicos nos embrides
nas concentragcdes de 280 - 4480 ng/L para todos os grupos. Efeitos teratogénicos, de forma
semelhante também ndo foram observados nos grupos nas diferentes concentragdes. Nas
frequéncias cardiacas dos embribes, foram constatadas variacdes significativas (p < 0,05)
quando comparadas ao grupo controle em todos os grupos expostos. Os adultos expostos as
concentracOes de finasterida e testosterona livres e complexadas apresentaram modificagdes (p
< 0,05) na frequéncia de exibicdo de comportamentos ativos como Nadar lento e Nadar rapido,
como também nos comportamentos agonisticos. Pode-se concluir que em testes com 0s
embriBes, FIN e FIN-B-CD assim como T e T- B-CD, podem modificar a frequéncia cardiaca e
que a exposicdo dos adultos aos mesmo hormoénios promoveram uma reducdo na sua
capacidade locomotora e um aumento na agressividade dos animais.

Palavras-chave: Anti-androgénico, peixes, hormonios, Complexo de inclusdo, Comportamento

animal, Disruptor enddcrino, Efeitos toxicos.
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Abstract
The work was aimed to evaluate the toxic effects of finasteride and testosterone free and
complexed into cyclodextrin on the physiological and behavioral parameters of embryos and
adults of the Danio rerio fish. The embryos were exposed for periods of 96 hours post-
fertilization for the evaluation of mortality, teratogenic effects, and heart rate. The groups were
divided into control, free finasteride (FIN) and testosterone (T) at the concentrations of 280,
560, 1120, 2240, 4480 ng/L, and finasteride (FIN-B-CD) and testosterone (T-p-CD) complexed
into $-CD at concentrations of 280 and 4480 ng/L. Adults were exposed for a period of 60 days
to evaluate behavioral changes and daily survival related to exposure to free finasteride (FIN)
and testosterone (T) complexed into 3-CD at concentrations 280 and 4480 ng/L. The embryos
did not exhibit mortality at concentrations of 280 - 4480 ng/L in the all groups exposed.
Similarly, it was not observed teratogenic effects in the groups exposed to different
concentrations. In the heart frequencies of the embryos, significant variations were observed (p
< 0.05) when compared to the control group. Adults exposed to free and complexed finasteride
and testosterone had significant alterations (p < 0.05) in the most active behaviors such as slow
swim and fast swim, as well as in agonistic behaviors. It can be concluded that in tests with
embryos, FIN and FIN-B-CD as well T and T- B-CD, may interfere in the heart rate and the
exposure of adults to the same hormones promoted a reduction in their locomotor capacity and
can increase in the aggressiveness of the animals.
Keywords: Anti-androgenic, fishes, hormones, Inclusion complex, Animal behavior, Endocrine
disruptor, Toxic effects.
1. Introducéo

Dentre os produtos quimicos que sdo classificados como poluentes ambientais, 0s
Disruptores Enddcrinos (DE) sdo substancias exdgenas que alteram as funcBes do sistema
enddcrino e, consequentemente, causam efeitos adversos na sadde de um organismo intacto ou
nas suas populacbes (Soeiro; Ferreira, 2014). Podbem ser encontrados no ambiente em
concentragoes de ug/L e ng/L (Bila e Dezotti, 2007; Lopes et al., 2010), o que seria suficiente
para causar interferéncia ao sistema enddcrino dos animais (Jean-Claude e Amiard-Triquet,
2015). A exposicdo a um DE pode alterar uma ou mais vias hormonais e essas interrupgdes na
homeostase pode resultar em interferéncia na reproducdo, crescimento, sobrevivéncia e
alteracdes comportamentais (Cooke et al., 2013). Tais efeitos ndo apenas estariam presentes em
organismos aquaticos como também nos organismos terrestres em qualquer nivel de
organizacdo, desde estruturas celulares até individuos, populagdes e comunidades (Costa e

Olivi, 2008) resultando em um risco consideravel, em particular aos organismos mais sensiveis.
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Algumas substancias de uso constante devem receber atencdo especial como o0s
antibioticos e horménios (Santos et al., 2004). Neste caso, 0s hormdnios esteroides sdo um
grupo de compostos que controlam diversas fun¢des do sistema enddcrino. Os principais e mais
potentes androgenos sdo a testosterona e a Sa-di-hidrotestosterona (DHT), metabolito mediado
pela Sa-redutase, principal responsavel pela alopécia androgenética (calvicie). As isoenzimas
de acdo antiandrogénica finasterida (Proscar e Propecia) e dutasteride (Avodart) foram
desenvolvidas inicialmente para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna, contudo,
tornou-se uma das principais op¢Ges no combate a alopécia androgenética (calvicie), ficando
entre os 200 farmacos mais vendidas nos EUA em 2010 (Verispan Vona, 2010), em virtude de
seus efeitos inibidores da 5o-redutase que reduz em até 70% os niveis do DHT. Devido ao
grande uso da testosterona e da finasterida, ambas ja podem ser encontradas no ambiente devido
ao descarte inadequado. A finasterida mesmo possuindo baixa solubilidade em agua pode ser
encontrada em concentracGes de 280 ng/L (Fick et al., 2010), j& a testosterona em concentracdes
de 320 ng/L (Shore et al., 1993).

Devido a baixa solubilidade aquosa desses andrdgenos e anti-androgénicos, o que reduz
sua biodisponibilidade e consequentemente seu efeito farmacoldgico, a complexacdo com
ciclodextrinas vem sendo proposta (Lee et al., 2015). Ciclodextrinas sdo oligossacarideos
ciclicos formados por mondmetros de glicose unidos por ligacdes glicosidicas a-1,4
apresentando estrutura em forma de cone com interior hidrofébico e exterior hidrofilico que
possui a capacidade de formar complexos de inclusdo com farmacos hidrofobicos aumentando
a sua biodisponibilidade (Loftsson, 2015). Diante de um possivel uso de complexos de inclusédo
com farmacos pela industria farmacéutica e consequente descarte destes novos produtos no
ambiente. Se faz necessario novos estudos toxicoldgicos para a avaliar o impacto que esta
substancia tem sobre populagdes de animais aquaticos.

Os estudos toxicoldgicos em animais aquaticos séo uma importante ferramenta para a
compreensdo do efeito desses compostos na biota aquética, para tal, os peixes constituem uma
das classes de vertebrados mais utilizada em pesquisas, por serem excelentes organismos-
modelos. No Brasil a espécie mais utilizada € o zebrafish (Danio rerio) (Costa e Olivi, 2008),
uma vez que possuem semelhancas fisiolégicas com os seres humanos a niveis de biologia
molecular e embrioldgica das células germinativas (Dammski e Muller, 2011).

Neste aspecto, o presente trabalho se oferece como um importante ensaio que teve como
objetivo analisar os efeitos toxicos dos complexos de inclusdo finasterida-ciclodextrina e

testosterona-ciclodextrina bem como as formas livres destes hormdnios nos parametros
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bioldgicos do zebrafish (Danio rerio) em duas fazes do desenvolvimento (embrido e adultos)
como modelo in vivo.
2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento
Animal (LECA), da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. Todos os animais
(Danio rerio) foram adquiridos em criadouro comercial (Recife Aquarius). Os protocolos
realizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFRPE, Licenga 013/2017. No laboratorio, os animais foram aclimatados por 15 dias,
sendo acondicionados em aquarios aerados, com filtro canister JEBO 835, a temperatura
ambiente (25 °C), alimentados com racdo comercial extrusada (45% de proteina bruta) uma vez
ao dia (ad libitum). Os aquéarios utilizados nos experimentos para os embrides foram
reservatorios de poliestireno estéreis, com capacidade de 80 mL cada. Foi realizada a
manutencao diaria da agua dos aquarios e os residuos gerados durante o experimento passaram
por tratamento por processo oxidativo avangado (POA) em reator utilizando foto-oxidacdo UV
e H2O- antes do descarte. A finasterida (FIN) e a testosterona (T) foram adquiridas na Farméacia
Dona da Formula (Recife, BRA) e a B-ciclodextrina (B-CD) (Lote 1228922 44606048) foi
obtida da SIGMA (St Luiz, USA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

Para a formagé&o dos complexos de incluséo Finasterida- f-ciclodextrina e Testosterona-
B-ciclodextrina, primeiramente ocorreu a solubilizacdo de 0,02 g dos horménios em alcool
absoluto obtendo uma concentracdo de 200 mg/L. Depois 1 mL de cada solucdo foi diluida em
200 mL de agua destilada obtendo a concentracdo nominal de 1 mg/L com evaporacao do alcool
sendo chamada esta de solugfes de trabalho. Ainda, é chamada de finasterida (FIN) e
testosterona (T) livres as formas puras dos hormonios. Para a formagdo dos complexos de
inclusdo foi utilizada a técnica de co-precipitacdo (Del Valle, 2004) entre a finasterida e a 3-
Ciclodextrina (FIN-B-CD) e a testosterona ¢ a B-Ciclodextrina (T-B-CD) em meio aquoso. A
solugdo alcodlica dos hormdnios foi diluida em solugdo aquosa de 3-ciclodextrina na proporcgéo
de 1:1 em mol mantendo a mesma concentracdo dos hormonios livres, sendo também esta, a
solucdo de trabalho. A solucGes foram armazenadas sobre refrigeracdo (4 °C) e constantemente
renovadas para posterior uso.

Para os ensaios toxicologicos com embrides de Danio rerio, animais adultos do sexo
masculino/feminino foram separados e alimentados com ragdo extrusada duas vezes ao dia nos
5 dias que antecederam o acasalamento. Para a reproducéo, os animais foram separados em
aquarios de desova macho/fémea com proporcdo 2:1 respectivamente (Westerfield, 2000), com

fotoperiodo natural. Os ovos gerados de cada fémea foram cuidadosamente coletados dentro de
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1 hora apds a fertilizacdo (hpf) (Seki et al., 2004) e OCDE N° 236 (2013). Os ovos fertilizados
(fase de desenvolvimento da blastula) foram utilizados para formacdo dos grupos
experimentais, os ovos nao fertilizados que ndo sofreram clivagem ou apresentaram
irregularidades foram removidos da pesquisa.

Os ovos fecundados foram divididos em 11 grupos (10 animais X 3 repeti¢des por grupo)
colocados em reservatorio com capacidade de 80 mL, com temperatura controlada de 25 + 1
°C e pH de 7,5 = 0,5. O desenvolvimento embrionario e larval de D. rerio foi avaliado sob
exposicdo hormonal e conduzido a partir do estdgio de embrido até larva por 96 h. As
concentracOes utilizadas para os grupos experimentais foram: controle (Grupo C) sem adicéo
de hormonio livre ou complexado, Finasterida livre a 280, 560, 1120, 2240, 4480 ng/L (Grupo
F1aFb), Testosterona livre a 280, 560, 1120, 2240, 4480 ng/L (Grupo T1a T5). Para os estudos
com os horménios em sua forma complexada FIN-B-CD e T-B-CD, as concentrac@es utilizadas
foram: 280 e 4480 ng/L para ambos os hormonios. As concentragfes foram selecionadas de
acordo com as concentragdes ambientais encontradas por Fick (2010) e Shore (1993).

Para a anélise do desenvolvimento embrionério de D. rerio, as fases embrionarias foram
identificadas de acordo com Spirita e Ahila (2015). Efeitos teratogénicos como edema de
pericardio (Ep), edema de saco vitelinico (Esv), deformacéo da coluna (Dcl), deformacéo da
cauda (Dca) e coagulacdo (Cg), além da frequéncia cardiaca (Yang et al., 2016) e mortalidade
foram avaliados nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 hpf. De acordo com a metodologia de Spirita
e Ahila (2015) foi avaliado o desenvolvimento dos embrifes de D. rerio. Através da utilizacdo
de microscépio BIO2B SSI com lampada de LED, os embrifes foram fotografados, para
identificar possiveis alteracbes morfoldgicas (Spirita e Ahila, 2015). A frequéncia cardiaca dos
embriBes foi mesurada por contagem manual dos batimentos cardiacos em microscopio optico
(aumento de 40 e 100 vezes).

Os ensaios toxicologicos com os animais adultos foram conduzidos pela divisdo em 9
grupos com 10 animais cada, em aquérios com 8 L, alimentados com racdo extrusada 45% de
proteina bruta (ad libitum), com manutencdo periddica, com troca de agua 3 vezes na semana.
Os peixes foram expostos em teste de toxicidade cronica durante 60 dias, o pH e o oxigénio
foram aferidos com medidor portéatil durante todo o experimento, além dos Kits comerciais da
marca Alcom Labtest, para nitrito e amonia. Neste experimento foram avaliados 0s seguintes
parametros: comportamento e sobrevivéncia diaria.

Para a avaliagcdo do comportamento dos animais, foi utilizado o etograma desenvolvido
por Bittencourt (2018) para a coleta dos dados comportamentais do Danio rerio adulto. Para a

analise comportamental, o método de varredura instantanea (scan sampling) descrito por
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Altmann (1974) foi utilizado por 30 minutos intercalando 1 minuto de observacdo e 1 minuto
de intervalo (Soares, et al. 2016). Para as analises estatisticas, utilizou-se o software Origin Pro
Academic 2015 (Origem Lab. Northampton, MA, EUA). Os dados foram apresentados na
forma de media £ desvio padrdo. Os resultados foram analisados por one-Way ANOVA.
Quando a diferenca foi significativa, as médias foram comparadas através do teste de Tukey.
Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

3. Resultados

Os resultados da exposicdo quimica dos embrides a finasterida (FIN) e testosterona (T)
livres e complexadas, seguindo as normas da OCDE n° 236 (2013) s&o mostrados nas Tab. 1 e
2. Nelas sdo apresentados os resultados da mortalidade, efeitos teratogénicos e frequéncia
cardiaca para cada grupo exposto em razdo da hora pos-fertilizacdo (hpf). Durante as analises
(24-96 hpf) do desenvolvimento embrionario do D. rerio, a mortalidade do grupo controle ndo
excedeu 10%, estando de acordo com a OCDE n° 236 (2013) para validar nosso teste.

No periodo de 96 hpf de exposi¢éo quimica aos dois horménios tanto em sua forma livre
como na forma complexada, ndo observamos mortalidade nos animais expostos. Na avaliacéo
dos efeitos teratogénicos sobre os embrides para cada concentracdo (280 - 4480 ng/L), ndo
foram observados efeitos significativos (p > 0,05) em relacdo ao aparecimento de edemas e
deformacgfes quando comparados ao grupo controle. Estes resultados indicam que as
concentragOes encontradas no ambiente (abaixo de 320 ng/L) ndo exercem efeito letal e ndo
possuem a capacidade de causar os efeitos teratogénicos propostos neste estudo.

Os efeitos subletais da exposicdo quimica aos hormonios em relacdo a frequéncia
cardiaca também foram avaliados, sendo os resultados apresentados nas Tab. 1 e 2. Durante
todo o tempo de exposi¢do a FIN e T, foram observados nas animais diferengas significativas
(p < 0,05) em relacdo a frequéncia cardiaca de forma ndo dependente da concentracdo. Os
mesmos efeitos foram observados nos animais expostos aos horménios complexados (FIN-f3-
CD e T-B-CD).

Os comportamentos exibidos pelos animais adultos sdo apresentados na Tab. 3. Nos
animais expostos as concentrac¢des de finasterida livre (FIN) e complexada (FIN-B-CD) foram
observadas modificacdes (p < 0,05) na frequéncia de eventos na categoria Locomocdo. Como
podemos observar na Tab. 3, os comportamentos Nadar lento e Nadar rapido, apresentaram
reducdo significativa (p < 0,05) de exibicdo nos grupos expostos a FIN e FIN-B-CD 4480 ng/L.
Para a categoria Social, € possivel observar que a exposicdo a FIN e FIN-B-CD reduziram (p <
0,05) a frequéncia de exibicdo do comportamento Perseguir. Ainda, quando 0s animais expostos

a menor das concentracdes de FIN e FIN-B-CD (280 ng/L) houve aumento (p < 0,05) na
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204  exibicdo dos comportamentos de Fuga e Ataque. Isto indica que tanto a forma livre e
205 complexada de FIN, exerceram toxicidade semelhante nos animais, interferindo nos

206  comportamentos mais ativos e agressivos.
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207 Tabela 1. Efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca dos embrides de Danio rerio expostos & Finasterida (FIN) livre e complexada (FIN- 3-CD) em teste de toxicidade aguda. O negrito enfatiza os
208 efeitos significativos.
209 Finasterida (ng/L) B-CD-Finasterida (ng/L)
Tempo Efeito Controle 280 560 1120 2240 4480 280 4480
24 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 75,45+ 5,6 776+£7,7* 61,5+ 7,8* 46,6 = 3,1* 82,8+45 82,4 +7,0* 85,2 £ 4,8* 96,8 + 17,0
48 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 159,5+10,9 131,7+10,1*  130,2 + 16,0* 72,6 £ 2,4* 128,8 + 13,5* 131,3+9,2* 123,1+8,1* 142,77 +7,1*
72 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 181,6+13,9 1665+12,8* 167,0 14,6* 155,0 + 7,0 172,1+16,5* 186,8 +13,7 1718 +7,6* 1845+88
96 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 2286+128 2155+28,5%*  199,0+9,4* 188,0 +5,2* 195,9 +13,4* 194,1+9,2* 217,778 224,113 9
210 *Diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle: Ep- Edema de pericardio, Esv- Edema de saco vitelinicos, Dcl- Deformacéo de coluna, Dca- Deformacéo de cauda, Cg- Coagulagdo e FC- Frequéncia

211 cardiaca.
212
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Tabela 2. Efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca dos embrides de Danio rerio expostos a Testosterona (T) livre e complexada (T-B-CD) em teste de toxicidade aguda. O negrito enfatiza os efeitos

significativos.

40

Testosterona (ng/L)

B-CD-Testosterona (ng/L)

Tempo Efeito Controle 280 560 1120 2240 4480 280 4480
24 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 75,45 +5,6 59,9+93 49,5+6,7 68,5 + 3,9 119,2 + 18,0* 111,0 + 13,5% 101,9+10,1 100,7 £ 8,0
48 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 159,5+10,9 149,5 + 12,5* 156,7 + 5,5* 158,6 + 6,9* 174,7+ 15,6 168,4+ 13,6 154 £ 11,3 1419 +7,3*
72 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 181,6 +13,9 185,2+ 10,2 172,7+8,3 186,7 £ 10,7 192,7 + 16,7 196,0 + 21,6* 1850+ 6,8 188,0+£12,3
96 hpf Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ep (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dcl (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Dca (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg (%) 0 0 0 0 0 0 0
FC (bpm/min) 228,6+128 240,8 + 8,8* 250,7 + 14,0* 203,8 +7,4* 2252 +153 253,4 + 14,4* 2264 +7,6 239,2 +18,4*

*Diferenga significativa (p < 0,05) em relagéo ao controle: Ep- Edema de pericardio, Esv- Edema de saco vitelinOicos, Dcl- Deformagao de coluna, Dca- Deformagéo de cauda, Cg- Coagulagdo e FC- Frequéncia cardiaca.
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Para 0s animais expostos a testosterona livre (T) e complexada (T-B-CD), na
categoria Locomocdo, podemos observar (Tab. 3.) que 0s animais expostos a
concentracdo de 280 ng/L aumentaram (p < 0,05) a exibi¢cdo do comportamento Nadar
lento e reduziram (p < 0,05) a exibi¢do do comportamento Nadar rapido. J& nos animais
expostos & 4480 ng/L foi observado um aumento (p < 0,05) na frequéncia de exibi¢do do
comportamento Descansar. Isto indica uma relacdo da reducdo dos comportamentos
ativos com o aumento da concentragdo tanto na forma livre quanto complexada de T. Na
categoria Alimentacdo, foi visualizado que os animais expostos a T se mostraram mais
ativos na procura por alimentos do que o0s expostos T-B-CD. Na categoria Social,
podemos observar que as concentragdes de T e T-B-CD interferiram de forma
significativa (p < 0,05) nos comportamentos sociais. Os grupos apresentaram reducao do
comportamento Perseguir nos animais expostos as duas concentra¢fes de T e aumento do
comportamento Ataque nas duas concentracfes de T-p-CD.

Para 0s grupos expostos a B-ciclodextrina (B-CD), podemos observar na categoria
Locomocéo que os animais aumentaram (p < 0,05) a exibi¢cdo do comportamento Nadar
lento e reduziram (p < 0,05) a exibicdo do comportamento Nadar rapido. Ja na categoria
Social, foi observado uma reducgéo da frequéncia dos comportamentos Perseguir, Fuga e

Ataque, 0 que mostra menos agressividade nos animais expostos.



234 Tabela 3. Eventos comportamentais exibidos por D. rerio. O negrito enfatiza os efeitos significativos. Nadar lento, Nadar rapido, Flutuar, Descansar, Natagdo inclinada, Capturar, Forragear,

235 Afugentar, Fuga, Saltar, Movimento circulatério, Perseguir, Ataque, Afastar e Respiragao aérea, agrupados nas Categorias: Locomogao, Alimentagéo, Social e Resposta ao Estresse.
Finasterida Testosterona Ciclodextrina
Conole | FINZ0 | FINAE0 | FINCO-280 | FINCO. | g ) | regaso gy | THOD20 | THEDA0 |
Comportamentos

Nadar Lento 55,3+ 19,3 471+144 23,7 £ 6,4* 53,7+£123 62,9+ 15,2 70,8 £ 5,2* 66,7 +12,4 61,7+11,3 555+8,7 79,6 +7,5*

Nadar Répido 239+173 216 +£8,5 16,8 £5,2 152 +6,2 10,3 +4,1* 12,3 +5,4* 16,6 +8,0 4,1+2,6* 75+3,7* 93+7,7*

Flutuar 6,3+12,1 08+0,8 0,72+13 11,1+£85 152+12,9 12+£25 18+11 14,6 £10,1 11,3+12,3 157+21

Descansar 031 11 14 +15*% 0,0 £0,0 16+04 2,26+23 05+14 48+55* 4,1+2,03 8,87 +8,13* 0,0 £0,0

Saltar 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Natagdo Inclinada 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Movimento Circulatério 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Capturar 2,3+2,6 0,46 £ 0,32* 0,94+0,9 1,44+0,9 1,28+1,0 18+1,14 0,9 +1,07 1,34 £0,67 2,93+1,74 41+17

Forragear 0,92 £1,03 3,28+4,19 3,58 £2,58 2,97 £ 2,0* 1,02 +2,38 6,6 £ 7,09* 5,5 * 3,64* 4,61+6,2 1,74 + 2,86 14+45

Afugentar 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,05+0,18 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0

Perseguir 42+26 1,23+1,15* 0,63 +0,88* 0,97 +1,1* 0,10 £ 0,25* 1,3+2,03* 0,56 +0,9* 0,0 £0,0* 2,87+2,88 15+1,2*

Fuga 4,67 £ 2,67 11,9 £4,4* 247173 6,67 £ 2,85 317172 3,49 +£2,97 1,74 £1,9* 45+34 432+24 15+1,2*

Ataque 20517 12,2 +£4,7* 2,60+1,85 6,30 + 3,1* 3,38+1,73 25+191 1,9+2,05 50+3,7* 4,9+273* 10+14

Afastar 0,0 £0,0 0,0 0,0 0,4 +0,6* 0,0 £0,0 0,5+0,4* 0,36 £0,8 0,2+0,42 0,0 £0,0 0,1+0,25 0,0 £0,0

Respiragdo Aérea 0,0 +£0,0 0,0 £0,0 0,0 +£0,0 0,0 +£0,0 0,0 £0,0 0,0 +£0,0 0,0 £0,0 0,0 +£0,0 0,0 +£0,0 0,0 £0,0
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4. Discussao

Para este estudo, as concentracbes de horménios utilizadas podem ser
consideradas como ambientalmente relevantes, uma vez que os horménios FIN e T
podem ser encontrados em concentra¢es de 280 ng/L (Fick et al., 2010) e 320 ng/L
(Shore et al., 1993) no meio ambiente. Adicionalmente, estas concentragGes ambientais
ndo exerceram efeito letal nos embrides. Ainda, mesmo com concentra¢des mais altas, 16
vezes as ambientais (4480 ng/L), os horménios ndo atuaram de forma significativa na
mortalidade dos embrifes da espécie Danio rerio. Estes dados estdo de acordo com o
estudo Lee et al. (2015), que exp6s embrides de Danio rerio a concentragdes de 50 a 5000
mg/L de FIN, e constatou mortalidade nas concentracbes mais altas. O mesmo foi
observado por Rivero-Wendt et al., (2016), que através de estudos com embrides de
Danio rerio a uma concentracdo de até 11 mg/L de T, observou morte nas maiores
dosagens. Como pode ser observado, os autores usaram concentragdes, de pelo menos,
1000.000x superiores as encontradas no ambiente, 0 que poderia justificar os nossos
achados em relacdo a mortalidade.

Durante o teste de toxicidade aguda em relacdo aos efeitos subletais como o
desenvolvimento embrionario de Danio rerio, em todos os grupos expostos a FIN e T
assim como FIN- B-CD e T- B-CD, néo foi observado efeitos teratogénicos como edema
de pericardio (Ep), edema de saco vitelinico (Esv), deformacdo da coluna (Dcl),
deformacéo da cauda (Dca) e coagulagédo (Cg). O que indica que tanto as formas livres
como nas complexadas a B-CD, as concentracGes previstas no meio ambiente (280 e 320
ng/L) ndo possuem capacidade de causarem estes efeitos teratogénicos aos embrides. Tais
resultados corroboram com o estudo de Lee et al. (2015) que através de testes feitos com
finasterida na espécie Oryzias latipes, as anormalidades no seu desenvolvimento
embrionario se manifestaram em concentracdo de 5000 mg/L, o que é muito acima das
encontradas ambientalmente.

Ja em relacdo a frequéncia cardiaca, os animais expostos aos horménios tanto em
sua forma livre como complexada, apresentaram variagoes significativas (p < 0,05), ndo
dependente da concentracao. Tais variagcdes sdo mencionadas na literatura, porém pouco
se sabe sobre 0s mecanismos que envolvem as disfungdes cardiovasculares (Barjhoux et
al., 2012). Os receptores de androgenos distribuem-se amplamente nos tecidos vasculares
(Gebara et al. 2002), ao que tudo indica, sua presenca no sistema cardiovascular pode

estar relacionada com as variacdes da frequéncia cardiaca observadas. Uma vez que
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esteroides anabolizantes, substancias sintéticas similares a testosterona, parecem atuar de
maneira direta sobre o coracdo (Rocha et al. 2007).

Nos testes de toxicidade cronica, os resultados indicaram que nos animais expostos
as concentragOes de finasterida livre (FIN) e complexada (FIN-B-CD) apresentaram
alteracGes quanto ao comportamento natatorio, reduzindo seus comportamentos mais
ativos e alterando seus comportamentos sociais, aumentando a frequéncia de exibicao dos
comportamentos Fuga e Atague. Assim como 0s androgenos podem atuar como
neuroreguladores, promovendo distdrbios comportamentais em animais (Wood, 2006), a
finasterida através de seus efeitos inibitorios sobre a Sa- redutase, inibe a conversao da
progesterona em alopregnanolona (Rahimi-Ardabili et al. 2006) que tem acdo
antidepressiva, e consequentemente diminui seus niveis no cérebro (Nin, 2006). Logo, a
finasterida possuindo capacidade depressiva nos homens (Schmutz, 2018), justificaria
nossos resultados.

Para 0s animais expostos a testosterona livre (T) e complexada (T-B-CD), podemos
observar na categoria Locomocéo, uma relacdo da reducdo dos comportamentos ativos e
aumento dos inativos, com 0 aumento da concentragdo tanto na forma livre quanto
complexada de T. De acordo com Rocha (2007), apesar dos esteroides exibirem possiveis
melhoras no desempenho fisico, doses excessivas podem trazer diversas alteraces
deletérias, principalmente aquelas relacionadas ao sistema cardiovascular, como
insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo ventricular, tromboses, dentre outras. Na categoria
social, os animais apresentaram aumentos significativos nos comportamentos Ataque e
Fuga, nas concentragdes de T e T-p-CD que podem ser justificados por Munro e Pitcher
(1985) que em experimento realizados com peixes da espécie Aequidens pulcher,
observaram que a testosterona na concentracao de 500 pg/L aumentou significativamente
a frequéncia dos comportamentos agonisticos. Entretanto, esse resultado diverge do
observado no comportamento Perseguir do nosso experimento, onde ocorreu reducdo de
sua frequéncia. De acordo com Ferreira (2016), ha uma grande divergéncia na literatura
referente a regulacdo endocrina do comportamento agonistico em peixes, com autores
(Maruska, 2015) sugerindo que o0s niveis plasmaticos de andrégenos ndo estdo
correlacionados com o contexto agressivo.

Para os grupos expostos a B-ciclodextrina (B-CD), foi observado diferencas
significativas nos comportamentos natatdrios e agonisticos. De acordo com Brewster e
Loftsson (2007), as CDs apresentam baixa toxicidade, mas devido ao fato de alterarem as

propriedades fisico-quimicas das moléculas complexadas, as CDs podem alterar também
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a sua toxicidade. Isto pode justificar os resultados observados no nosso trabalho, pois
foram visualizadas diferencas significativas na exibicdo dos comportamentos (p < 0,05)
entre os grupos livres e complexados.
5. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos é possivel afirmar que a exposicdo as concentracoes
ambientais tanto de FIN e T como FIN-B-CD e T- B-CD, nédo sdo capazes de causar a
mortalidade e efeitos teratogénicos nos peixes. Ainda, os resultados demonstraram que a
T e T- B-CD assim como FIN e FIN-B-CD, podem interferir nos batimentos cardiacos dos
embriGes como também no comportamento dos adultos da espécie, reduzindo sua
capacidade locomotora e aumentando a agressividade dos animais. Em virtude disso,
tanto de FIN e T livres e complexadas se apresentam como disruptores enddcrinos. Pelos
resultados obtidos ndo podemos indicar diferencgas de toxicidade entre as formas livres e
complexadas dos horménios.
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5. CONLUSAO

O presente estudo mostrou que os horménios FIN e T livre e complexados, nao

modificaram significativamente os parametros biolégicos avaliados, como mortalidade

e efeitos teratogénicos do Danio rerio. Entretanto foi possivel observar:

Os resultados demostraram que a FIN e FIN-B-CD assim como T e T- B-CD,

podem interferir nos batimentos cardiacos dos embrides;

Quanto a avaliagdo comportamental, os resultados demostraram que a FIN e
FIN-B-CD assim como T e T- B-CD podem interferi comportamento dos adultos
da espécie, reduzindo sua capacidade locomotora e aumentando a

agressividade dos animais.

Devido ao fato da ciclodextrina pura alterar os comportamentos dos adultos
recomendamos que os complexos ndo sejam tratados como melhoramentos
das moléculas livres e sim como novos produtos que devem ser avaliados

individualmente em relacéo a sua toxicidade.

Através dos resultados obtidos ndo podemos indicar diferencas de toxicidade

entre as formas livres e complexadas dos hormdnios;



