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Resumo

O aumento no consumo de medicamentos em todo mundo tem gerado varios estudos sobre os impactos causados pelo
descarte inadequado de residuos que contenham os principios ativos dos medicamentos no meio ambiente. Apds serem
ingeridos, estes medicamentos sdo excretados na forma de outros compostos no esgoto doméstico, que varios ainda séo
persistentes no ambiente e geram alteragdes fisiologicas em organismos aquéticos. Devido ao crescimento populacional
€ 0 consumo excessivo, o anti-inflamatério conhecido como diclofenaco sédico, esta entre os principais medicamentos
encontrados nas aguas superficiais brasileiras, em concentragdes na faixa de micrograma por litro (ug.L™). Este trabalho
teve como objetivo estudar as alteragcdes biomoleculares que o diclofenaco pode gerar em peixes da espécie Brycon
opalinus, utilizando a técnica de Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) acoplada aos
métodos quimiomeétricos, a analise de componentes principais (PCA) e a anélise de agrupamento hierarquico (HCA).
Foram estudadas duas diferentes concentracdes de diclofenaco mais o controle. O érgdo selecionado para ser estudado
foram as branquias. Os resultados de PCA e HCA mostraram a discriminacdo entre os espectros de controle e tratados.
A andlise quantitativa através do célculo das areas das bandas de lipidios, proteinas e carboidratos mostrou alteragGes
nestas biomoléculas, sendo que proteinas e carboidratos sdo mais sensiveis a exposicao ao diclofenaco. Os resultados
de deconvolugdo e ajuste de curvas mostraram a diminuicdo de estrutura desordenada e aumento de 3 folha da estrutura
secundaria de proteina para a exposicdo de 4,4 pg.L* de diclofenaco.

Palavras-chave: Espectroscopia vibracional no infravermelho médio; Brycon opalinus; Ecotoxicidade; Farmacos;
Meio ambiente.

Abstract
The increase in the consumption of medicines around the world has generated several studies on the impacts caused by
the inappropriate disposal of waste containing the active ingredients of medicines in the environment. After being
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ingested, these drugs are excreted in the form of other compounds in domestic sewage, many of which are still persistent
in the environment and generate physiological changes in aquatic organisms. Due to population growth and excessive
consumption, the anti-inflammatory known as diclofenac sodium is among the main drugs found in Brazilian surface
waters, in concentrations in the range of micrograms per liter (ug.L™). This work aimed to study the biomolecular
changes that diclofenac can cause in fish of the Brycon opalinus species, using the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) technique coupled with chemometric methods, principal component analysis (PCA) and
hierarchical cluster analysis (HCA). Two different concentrations of diclofenac sodium plus the control were studied.
The organ selected for this study were the gills. PCA and HCA results showed discrimination between the control and
treated spectra. The quantitative analysis, by calculating the areas of the bands of lipids, proteins and carbohydrates,
showed changes in these biomolecules, with proteins and carbohydrates being more sensitive to exposure to diclofenac.
The results of the deconvolution and curve fitting showed a decrease in the disordered structure and an increase in 8
sheet of the protein secondary structure for the exposure of 4.4 pg.L* of diclofenac.

Keywords: Infrared spectroscopy; Brycon opalinus; Ecotoxicity; Drugs; Environment.

Resumen

El aumento del consumo de medicamentos en el mundo gener6 varios estudios sobre los impactos causados por la
eliminacién inadecuada de residuos que contienen los principios activos de los medicamentos en el medioambiente.
Tras ingerirlos, estos fArmacos son excretados como otros compuestos en las aguas residuales domésticas, varios aln
persisten en el ambiente y generan cambios fisiol6gicos en los organismos acuaticos. Debido al crecimiento poblacional
y su consumo excesivo, el antiinflamatorio diclofenaco sédico esté entre los principales fA&rmacos encontrados en las
aguas superficiales brasilefias en concentraciones en el orden de microgramos por litro (ug.L™). Este trabajo tuvo como
objetivo estudiar las alteraciones biomoleculares que este medicamento puede generar en los peces de la especie Brycon
opalinus, utilizando la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) acoplada a métodos
quimiométricos, analisis de componentes principales (PCA) y analisis de cluster jerarquico (HCA). Se analizaron dos
concentraciones diferentes del farmaco més el control. El 6rgano seleccionado para el analisis fueron las branquias. Los
resultados del PCA y HCA mostraron la distincion entre los espectros de control y los tratados. El andlisis cuantitativo
mediante el calculo de las areas de las bandas de lipidos, proteinas y carbohidratos mostr6 cambios en estas
biomoléculas, siendo las proteinas y los carbohidratos mas sensibles a exposicidn al diclofenaco. Los resultados de la
deconvolucion y ajuste de la curva mostraron disminucién de la estructura desordenada y aumento de la hoja f de la
estructura secundaria de la proteina para la exposicion de 4,4 ug.L* de diclofenaco.

Palabras clave: Espectroscopia vibracional en el infrarrojo medio; Brycon opalinus; Ecotoxicidad; Farmacos;
Medioambiente.

1. Introducéo
1.1 Impactos da Poluicao nos Recursos Hidricos

Com o aumento da populagdo, tem-se também o aumento do volume de efluentes domésticos gerados.
Consequentemente, o langamento de esgoto in natura e de efluentes tratados em Estacfes de Tratamento de Esgoto (ETE) séo
as principais fontes de contaminacdo por residuos contendo principios ativos presente em medicamentos, uma vez que 0s
tratamentos convencionais ndo eliminam totalmente estes compostos (Miranda et al., 2018).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019), no Brasil, devido a precariedade da
estrutura sanitaria de tratamento de esgotos, estima-se que ha uma grande quantidade de residuo de fArmacos ndo removidos nos
sistemas pluviais, sendo que dados revelam que 39,7% dos municipios brasileiros ndo possuem servigo de coleta de esgoto e
apenas 68,3% dos domicilios sdo atendidos por rede geral de esgotos nos municipios que possuem o sistema.

A presenca e os efeitos adversos dos compostos farmacéuticos no ambiente aquatico comegaram a receber maior atencao
da imprensa popular e cientifica nos ultimos anos. Este fato se deve a um elevado ndmero de trabalhos publicados na década de
90, na qual foram relatados diferentes niveis de produtos farmacéuticos em ambientes aquaticos, incluindo dguas subterraneas,
superficiais e residuais, efluentes de esgoto e até mesmo em agua potavel, principalmente nos paises europeus (Bound &
Voulvoulis, 2005; Szymanska et al., 2019; Santos et al., 2021).

A determinacdo da presenca de residuos farmacéuticos em aguas superficiais, subterraneas e para abastecimento, tem

sido alvo de diversos estudos, entre eles alguns realizados no Brasil (Kramer et al., 2015; Ghelfi et al., 2016; Americo-Pinheiro
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etal., 2017; Guiloski et al., 2017; Bisognin et al., 2018; Escher et al., 2019; Salgado et al., 2019; Szymanska et al., 2019; Salgado
et al., 2021). Dentre esses residuos farmacéuticos destaca-se o diclofenaco sédico (nome IUPAC: Acido 2-[2-(2,6-
diclorofenil)amino]benzoacético, um anti-inflamatério que apresenta elevado consumo em todo mundo, sendo que apenas 35%
do composto é absorvido pelo organismo e o restante é excretado pela urina (Bound & Voulvoulis, 2005; Hanif et al., 2020;
Ashfaq et al., 20173, b; Aguiar & Machado, 2022).

Este medicamento teve concentragdes detectadas em diversas analises realizadas em &guas superficiais (Bisognin et al.,
2018; Escher et al., 2019). Foram encontradas nos estados de S&o Paulo, Rio de janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e
Parana, concentracdes na faixa de ngL™* - ngL, do farmaco no esgoto bruto e no tratado e em agua bruta (Américo-Pinheiro et
al., 2017; Escher et al., 2019; Sousa et al., 2020).

De maneira geral, os farmacos podem ser biotransformados por diferentes processos, que normalmente ocorrem no
figado, tém como objetivo comum, facilitar a excrecdo dos farmacos que foram ingeridos (Patel et al., 2016). Para muitos
farmacos, a biotransformacéo ocorre em 2 fases, sendo que, na fase I, tem-se a formagéo de um novo grupo funcional (oxidacéo,
reducdo, hidrélise) e, na fase I, tem-se a conjugacdo com alguma substéncia endégena, como por exemplo, o acido glucurénico,
o sulfato e a glicina (Patel et al., 2016; Pan, 2019).

A biotransformacdo do diclofenaco ocorre, parcialmente, por glicuronidacdo da molécula intacta e, principalmente, por
hidroxilagdo e metoxilagdo simples e multipla, resultando em vérios metabolitos fendlicos como 4'-hidroxidiclofenaco (2-[2,6-
dicloro-4 acido hidroxifenilamino] feniletanoico) (30%) além de outros metabdlitos importantes como 5'-hidroxidiclofenaco (2-
[2,6-diclorofenilamino]-5-acido hidroxifeniletanoico) (10%), 3'-hidroxidiclofenaco (2-[2,6-acido dicloro-3-hidroxifenilamino]
feniletanoico) e 4',5-dihidroxidiclofenaco (2-[2,6-dicloro-4-hidroxifenilamino]-5-acido hidroxifeniletanoico) (15%) o quais, em
sua maioria, sdo convertidos a conjugados glicurdnicos (Lonappan et al., 2016).

Portanto, a ocorréncia de metab6litos humanos de diclofenaco em &gua e a semelhanca estrutural identificada em relacéo
ao farmaco original reforgam a importéncia de se compreender melhor os seus efeitos de toxicidade. (Lonappan et al., 2016).

O estudo da ecotoxicologia visa entender e prever efeitos de substancias quimicas em seres vivos e comunidades
naturais, estabelecendo alertas para a identificagdo de substancias ou agentes que representem risco e sugerindo a aplicagédo de
medidas preventivas antes que ocorram grandes danos aos ecossistemas (Evariste et al., 2019; Shane, 2019).

Os indicadores fisioldgicos e comportamentais sdo frequentemente utilizados na avaliagdo dos impactos causados pelos
agentes toxicos nas populagdes (Guiloski et al., 2017; Szymanska et al., 2019; Gonzalez et al., 2021; Pereira et al., 2021; Salgado
et al., 2021). Uma grande variedade de danos causados pelos agentes toxicos pode ser observada nos organismos, como por
exemplo, as alteracdes histoldgicas e morfolégicas na estrutura 6ssea, no figado, nos rins e em outros 6rgdos (Derakhsh et al.,
2020; Matouke, 2019).

Muitas pesquisas que tm como base o estudo de les6es e necroses em tecidos, tém sido utilizadas como o fundamento
tedrico de muitas pesquisas (Meletti et al., 2003; Simonato et al., 2016; Vieira et al., 2016; Abdel-Gawad et al., 2018; Lunardelli
et al., 2018; Kumar et al., 2020).

Nos testes de toxicidade podem ser observados efeitos agudos e efeitos cronicos, sendo os primeiros aqueles que
ocorrem rapidamente como um resultado da exposicdo ao agente toxico por um curto periodo de tempo (para peixes, esse periodo

pode ser horas, dias ou até mesmo semanas) (Meletti et al., 2003; Kumar et al., 2020).

1.2 Brycon opalinus - Pirapitinga-do-Sul: espécie endémica do Rio Paraiba do Sul e ameacada de extingédo
O peixe Brycon opalinus (Figura 1), conhecido popularmente como Pirapitinga do Sul e apreciado no consumo humano,

é uma espécie endémica dos rios de cabeceiras da bacia do Paraiba do Sul (Hilsdorf & Petrere Jr., 2002). Esta bacia esta localizada
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no extremo norte da area de floresta ombréfila densa no sudeste do Brasil, e, em geral, a regido tem uma alta porcentagem de

espécies de peixes endémicas (Gomiero & Braga, 2007).

Figura 1 - Espécie Brycon opalinus (Pirapitinga do Sul).

Fonte: Hilsdorf & Petrere Jr. (2002).

A espécie B. opalinus é uma espécie de pequeno porte que se reproduz continuamente ao longo do ano, tem facil
adaptacdo as condicOes experimentais e encontra-se na categoria de espécies vulneraveis, sendo assim, declarada como espécie
ameacada de extin¢éo, segundo o Didrio Oficial da Unido de 21 de maio de 2004, status este que se mantém até o presente
momento. Por causa da sua baixa resiténcia a alteragdes ambientais, a sobrevivéncia desta espécie estd fortemente relacionada
com a qualidade ambiental, em especial, com a qualidade da 4gua e manutencdo das matas ciliares que minimizam a degradacao
e assoreamento dos leitos dos rios (Gomiero & Braga, 2007).

Assim, considerando as alteracbes moleculares evidenciadas por contaminantes hidricos em diversos estudos
envolvendo espécies da ictiofauna (Abdel-Gawad et al., 2018; Lunardelli et al., 2018; Kumar et al., 2020), bem como o nivel de
degradacdo ambiental da qualidade das &guas do Rio Paraiba do Sul e a alta sensibilidade a contaminates ambientais da espécie
B. opalinus, o presente trabalho teve como objetivo identificar as alteracfes causadas pela exposicdo do farmaco diclofenaco nos
constituintes biomoleculares dos tecidos de branquias de B. opalinus, utilizando-se da técnica espectroscépica no infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR) associada aos métodos quimiométricos. FTIR é uma técnica rapida e simples para analisar
as alteragcBes moleculares em amostras bioldgicas. Fatores bioquimicos tais como proteinas, lipidios e carboidratos sdo muito
sensiveis e sdo usados para deteccdo de condicBes de estresse (Kumar et al., 2020) . O drgéo escolhido neste trabalho foram as
branquias, pois elas sdo consideradas como biomarcadoras que indicam as condi¢cBes ambientais aquéticas por estarem em
contato direto e permanente com contaminantes da 4gua. Como possuem uma ampla &rea de contato com 0s contaminantes, as
branquias respondem sensivelmente a exposi¢ao a contaminantes mesmo em uma baixa concentracao (Pereira et al., 2020; Castro
et al., 2018; Batista, et al., 2018).

2. Metodologia
2.1 Obtencéo dos animais

Os peixes da espécie Brycon opalinus em estagio juvenil, foram cedidos pela Estacdo de Piscicultura da Companhia
Energética de Séo Paulo — CESP da Usina Hidrelétrica de Paraibuna. Apds coletados, os animais foram transportados para o
Laboratorio de Ciéncias Ambientais, no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP). O estudo foi realizado ap6s a aprovacéo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba (A11/CEUA/2014).

Considerando que a contaminacdo das aguas naturais por diclofenaco, bem como por outros farmacos, se da pela
disposicdo inadequada desses farmacos na forma de comprimidos, optou-se pela utilizagdo de comprimidos adquiridos
comercialmente em farmacias para realizar os ensaios de toxicidade. Utilizou-se um total de 20 comprimidos revestidos de

diclofenaco, com uma concentragdo de 50 mg por comprimido.
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As concentragdes utilizadas neste trabalho foram 2,2 e 4,4 ug L1, e sua selegdo foi baseada na experimentacéo inicial
para o estudo do efeito toxicolégico do farmaco diclofenaco sobre a sobrevivéncia da fauna ictiolégica Danio rerio (Banhara et
al., 2013).

Os comprimidos foram macerados em um almofariz de Agar até ficarem com uma aparéncia homogénea. Em seguida,
foram pesadas as quantidades necessarias do fa&rmaco, em gramas, para cada uma das duas concentracdes, em balanca analitica
digital AL 500 Marte, para um volume total de 20 L de agua por aquario. Foram preparados um total de nove aquarios, sendo
que, trés eram para o grupo controle e seis eram para 0s grupos tratados. O farmaco foi solubilizado previamente em agua de
ensaio (agua mineral) e adicionado ao sistema completando assim, o volume e a concentragdo de farmaco final pretendido para

cada condicéo.

2.2 Desenho experimental

Foram utilizados no trabalho cinquenta e quatro peixes da espécie Brycon opalinus em estagio juvenil, machos e fémeas,
com um peso médio de 8 g e um tamanho médio de 8,5 cm todos eles foram mantidos no laboratério de Ciéncias Ambientais do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D)/UNIVAP, de acordo com os principios éticos descritos na ABNT NBR
15499/2007 e CETESB / L5.019 — 1.

Os animais permaneceram em aquarios submetidos a temperatura média de 27 °C e alimentados com ragdo comercial
granulada 38 % de proteina, considerando fotoperiodo cuja variagdo foi de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os animais
foram divididos igualmente em trés grupos de aquarios, todos em triplicata e com seis peixes em cada aquario, totalizando nove
aquérios com capacidade de 20 L, providos de aeradores para oxigenagdo da agua, onde foram submetidos & aclimatag&o por um
periodo de uma semana, com monitoramento diario dos parametros oxigénio dissolvido, pH, condutividade e temperatura da
agua. A alimentacdo foi interrompida 24 horas antes do inicio dos experimentos.

O efeito do farmaco sobre as biomoléculas de B. opalinus foi avaliado ap6s 24 horas de exposi¢do as diferentes
concentragdes de diclofenaco, com monitoramento (a cada hora) de parametros como oxigénio dissolvido (6,20 + 0,8 mg.LY),
pH (7,20 £ 0,5), condutividade (16,45 = 0,4 uS.cm™) e temperatura (23 + 1,0 °C) da 4gua por sonda multiparametros Pionner 65
- Radiometer Analytical.

2.3 Obtencdo do material bioldgico e preparo das amostras para analise

Apo6s 24 horas de exposicdo ao farmaco, um individuo por aquario foi eutanasiado conforme procedimentos
estabelecidos pelo comité de ética e experimentacdo animal, considerando a imersdo do animal em solugdo de benzocaina, pH
7,0 por 10 minutos (Conselho Federal de Medicina Veterinaria, 2012). Para a avaliagdo das respostas biomoleculares foram

retiradas as branquias de cada animal por conta da fun¢do do 6rgéo na destoxificacdo de drogas (Figura 2).
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Figura 2 - (a) Retirada do material biologico; (b) Preparo das laminas de vidro.
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Fonte: Autores.

As amostras foram acomodadas em laminas de vidro e posteriormente congelados a - 6 °C. Em seguida, foram
submetidas a liofilizagdo no Concentrator Plus com a fungéo: dessicator /D-AQ (dessicator-aqueaus), por 20 horas.
As médias dos espectros, que foram obtidos em triplicata, para cada peixe eutanasiado, foram obtidas na regido de 4000
a 500 cm™ com resolucéo de 4 cm™ com 32 varreduras a temperatura controlada de 20 °C. O espectrofotdmetro utilizado foi o
Spectrum Spotlight 400 com Transformada de Fourier (FT-IR), tecnologia de refletancia total atenuada (ATR) da PerkinElmer.
Os espectros foram processados com o software Spectrum 5.3 e 10.5 (PerkinElmer), onde foram realizados as corre¢des de linha
de base, a suavizagdo espectral com o algoritmo Savitsky Golay (9 pontos), a normalizacao e a plotagem em absorbancia.
Os espectros processados com o software Spectrum 5.3 e 10.3 foram plotados em gréficos utilizando o software Origin
Pro 8.5. A grande quantidade de dados foi submetida a anélise de componentes principais (Principal Component Analysis -
PCA) utilizando o software MiniTab 17 para reduzir o conjunto de dados & menor matriz ortogonal por meio da covariancia dos
dados (Bro & Smilde, 2014). A matriz obtida foi entdo submetida a analise hierdrquica de grupo (Hierarchical Cluster Analysis
- HCA) para classificar as varidveis em grupos de acordo com a similaridade estatistica dos componentes avaliados (Grasel et
al., 2016). Para a analise de agrupamento, foram utilizados os seguintes pardmetros: a distancia euclidiana para a medida de

similaridade; como algoritmo para agrupamento hierarquico, o método de Ward é conhecido como o método da minima

variancia, permite agrupar os clusters de forma a produzir o minimo de aumento de variancia.

3. Resultados e Discusséo
Ap0bs 96 horas, todos os peixes tratados remanescentes morreram € apenas 0s peixes remanescentes do grupo controle

permaneceram vivos e saudaveis.

3.1 Obtencéo dos espectros infravermelhos de brénquias de grupos controle e tratados
O espectro infravermelho médio e normalizado de branquias de Brycon opalinus é mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Espectro infravermelho de branquias de Brycon opalinus.
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Os espectros infravermelhos das branquias indicam a presenca de constituintes biomoleculares tais como lipidios (2955,
2922 e 2852 cm™) proteinas (1639 e 1535 cm™), carboidratos (1173, 1081 e 1046 cm™) e acidos nucleicos (1230 cm™). Na regido
de aproximadamente 1450 a 1100 cm™ muitos modos vibracionais de biomoléculas principalmente proteinas e lipidios,
sobrepdem-se, dificultando a identificacdo. Na regido de 1150 a 1000 cm'! séo observadas as absorcGes de modos vibracionais
sobrepostos de fosfatos e de carboidratos.

Os espectros infravermelhos de proteinas apresentam absorcdes associadas com grupo amida que é unidade estrutural
comum.

No estudo de biomoléculas, séo particularmente importantes as investigacdes sobre as proteinas, os polipeptidios e os
aminoacidos. O arranjo de amino4cidos em uma cadeia de proteina tem um efeito direto no esqueleto do grupo de polipeptidios,
que determina a freqliéncia de vibragdes da regido —CONH-. Estas vibra¢es sdo observadas nos espectros vibracionais das
proteinas.

A banda da amida | centrada em 1639 cm* corresponde a 80 % da vibracéo de estiramento da ligagdo C=0 acoplado
aos modos vibracionais de deformaces no plano da ligagdo N-H (10 %) e de estiramento da ligacdo C-N (10 %).

A banda da amida Il centrada em 1535 cm™ corresponde a 60 % da vibragdo da deformagdo N-H e 40 % de estiramento
C-N.

Os picos visualmente identificados sdo numerados para realizacéo das atribuicBes de bandas mostradas na Tabela 1,
sendo que, as atribuicBes das bandas nos espectros infravermelhos foram realizadas a partir dos compostos semelhantes que
existem na literatura (Kumar et al., 2020; Velmurugan et al., 2018; Barbosa, 2007; Moyasaghi, 2008).
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Tabela 1 - Modos vibracionais e atribui¢des aproximadas do espectro infravermelho das branquias.

N° NGmero de onda (cm?) Modos vibracionais e atribuicfes aproximadas

1 3282 Estiramento da ligagdo N-H (Amida A de proteinas e acidos nucleicos)

2 3064 Estiramento da ligagdo N-H (Amida B de proteina e &cidos nucleicos)

3 3011 Estiramento da ligagdo =C-H (relacionado as bandas olefinicas e acidos graxos

4 2955 Estiramento assimétrico da ligagdo C-H em -CHs (principalmente em lipidios)

5 2922 Estiramento assimétrico da ligagdo C-H em -CH.- (principalmente em lipidios)

6 2852 Estiramento simétrico da ligacdo C-H em -CHa (lipidios, &cidos graxos, proteinas)

7 1743 Estiramento de C=0 do grupo éster (lipidios, acidos graxos, triglicerideos)

8 1639 Estiramento da ligagdo C=0, estiramento da ligagdo C-N, deformacdo da ligacdo N-H (Amida | de
proteina)

9 1535 Deformagéo angular N-H. estiramento da ligagdo C-N (Amida Il de proteina)

10 1464 Deformacéo angular em -CHs e em -CHa- ( lipidio, proteinas)

11 1398 Estiramento simétrico de COO" (acidos graxos, aminoacidos)

12 1303 Estiramento C-N, deformagdo N-H, estiramento C=0, deformacdo O=C-N (Amida Il de proteina)

13 1230 Estiramento assimétrico de POz (4cido nucleico)

14 1173 Estiramento das ligagcdes C-O e CC e deformacdo C-O-H (carboidratos)

15 1081 Estiramento de C-C e C-O e deformagdo C-O-H de glicogénio

16 1046 Estiramento C-O (polissacarideo)

17 970 Forma Z-DNA

Fontes: Kumar et al. (2020); Velmurugan et al. (2018); Barbosa (2007); Movasaghi (2008).

Os espectros infravermelhos médios das branquias do Grupo 1 (controle, indicado por C0), do Grupo 2 (exposto a
concentracéo de 2,2 ug.L! de diclofenaco, indicado por C1) e do Grupo 3 (exposto a concentragdo de 4,4 pg.L de diclofenaco,

indicado por C2) sdo mostrados na Figura 4.

Figura 4 - Espectros infravermelhos de branquias do grupo de controle, CO, e dos grupos tratados, C1 e C2, que foram expostos

a concentracdes de 2,2 ug.L* e 4,4 ug.L* de diclofenaco, respectivamente.
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Fonte: Autores.
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3.2 Anélises de componentes principais (PCA) e de agrupamentos hierarquicos (HCA) dos grupos controle e tratados
Visualmente, as diferencas espectrais das branquias, com a exposicao de concentracdes diferentes de diclofenaco, sdo
dificeis de serem observadas. A area das bandas e o nimero de picos se assemelham, porém observam-se algumas diferencas
nas intensidades e nos contornos das bandas. Torna-se necessario o uso de calculos matematicos e estatisticos para discutir o
grau de semelhanca dos espectros. Os métodos quimiométricos de Analises de Componentes Principais (PCA) e de Agrupamento
Hierarquico (HCA) foram utilizados para discriminar os espectros dos grupos de controle (C0) e dos grupos tratados, C1 e C2.
As regides de 3000 a 2800 cm™* e 1800 a 800 cm foram utilizadas para obtengdo dos dendrogramas.
As amostras expostas as concentragGes de 2,2 pg.Le 4,4 ng.L?, foram comparadas aos espectros das amostras do

controle, formando COXC1 e COxC2, que estdo apresentados nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Figura 5 - Dendrogramas dos espectros de COXC1 na regido de 3000 a 2800 cm e 1800 a 800 cm™.
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36,36
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Fonte: Autores.

Figura 6 - Dendrogramas dos espectros de COxC2 na regifo de 3000 a 2800 cm™* e 1800 a 800 cm™.
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Fonte: Autores.

Os resultados do HCA mostram a discirminacdo entre os grupos de controle e os tratados.Os graus de similaridades séo

mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados de HCA de COxC1 na regido de 3000 a 2800 e 1800 a 800 cm™.

Comparagdo COxC1 Comparagdo COxC2
Spectra Similaridade Spectra Similaridade
2,3 95,38 2,3 87,22
1, (2,3) 90,70 1,(2,3) 76,56
5,6 52,35 5,6 50,17
4(5,6) 14,32 4,(5,6) 16,51
[1,(2,3)] e [4.(5,6)] -36,36 [1.(2,3)] e [4,(5,6)] -22,46

Fonte: Autores.

O namero negativo de similaridade indica que ndo ha semelhanca entre os espectros. As linhas mais préximas ao eixo
horizontal mostram maior semelhanca entre os espectros.

O gréfico de dispersdo de pontuagdo (Score scatter plot) obtido pelo PCA ¢ apresentado nas Figuras 7 e 8. Os resultados
mostram o nivel de discriminagdo entre os grupos CO e C1 na Figura 7 e entre os grupos CO e C2 na Figura 8. Os espectros do
grupo controle (CO) se agrupam mais préximos que os dos grupos trados (C1 e C2), que se espalham com uma maior distancia.
Para 0 COxC1, o PC1 contribuiu com 99,3 % de variacdo e o PC2, 0,7 % de variacdo e para o COXC2, o PC1 contribuiu com

99,4 % de variagdo e 0 PC2, 0,65% de variagao.

Figura 7 — Disperséo de pontuagéo COxC1. Figura 8 - Dispersdo de pontuacdo COxC2.
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Legenda: 1,2,3 (C0); 4,5,6 (C1). Legenda: 1,2,3 (C0); 4,5,6 (C2).
Fonte: Autores. Fonte: Autores.

3.3 Calculo das areas das bandas de lipidios, proteinas e carboidratos

As alteracdes espectrais sdo consideradas como parametros bioquimicos para indicacdo do grau de toxidade. (Kumar et
al., 2020). Assim, as alteracdes de biomarcadores, como por exemplo, os lipidios, as proteinas, os &cidos nucleicos e 0s
carboidratos podem ser utilizados como indicadores nos testes de toxidade (Hu et al., 2017), sendo que, as proteinas e a glucose

sdo extremamente sensiveis e sdo usados para a detec¢do da condicdo de estresse (Kumar et al., 2020).
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As alteracGes espectrais nas regides dos lipidios (3000 a 2800 cm™t), dos carboidratos ( 1100 a 1000 cm™) e da amida
(1700 a 1600 cm?) sdo consideradas como parametros para avaliagdo do grau de toxidade por exposicdo a poluentes (Kumar et
al., 2020; de Magalhaes, 2020).

Neste trabalho, as areas relativas foram obtidas calculando as areas das regides de 2987 a 2880 cm™, de 1579 a 1477
cm? e 1131 a 1000 cm™ e depois, dividindo essas areas pelas areas da amida |. A Tabela 3 e a Figura 9 mostram os valores

médios de area com desvio padrdo, que foram analisados utilizando o teste t, com um nivel de significancia (p) de p<0,05.

Figura 9 - Média das areas calculadas, com desvio padrao, de lipidios, proteinas e carboidratos do grupo de controle, CO, e dos

grupos tratados, C1 e C2, que foram expostos a concentragdes de 2,2 ug.L* e 4,4 ug.L* de diclofenaco, respectivamente.
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Nota. # — grupos que apresentaram uma diferenca estatisticamente significante, quando comparados ao grupo controle (CO0), utilizando um
nivel de significancia (p) de p<0,05. Fonte: Autores.

Tabela 3 - Valores médios das areas, com desvio padrdo, de lipidios, proteinas e carboidratos do grupo de controle, CO, e dos

grupos tratados, C1 e C2, que foram expostos a concentragdes de 2,2 ng.L* e 4,4 ng.L* de diclofenaco, respectivamente.

Grupo Lipidios Proteinas Carboidratos
Area + Desvio Padrio Area + Desvio Padrio Avrea + Desvio Padrio
CO 0,33517 £ 0,019 0,51833 + 0,003 0,5269 £ 0,023
C1 0,36630 * 0,046 0,49313 £ 0,015 0,44743 £ 0,005
C2 0,25077 £ 0,030 0,55787 £ 0,011 0,44637 £ 0,005

Fonte: Autores.

Os resultados indicam que nas comparagdes entre CO e C1, as variagdes nas areas de lipidios ndo sdo estatisticamente
significativas para p<0,05, no entanto entre CO e C2 as suas varia¢Oes sdo estatisticamente significativas para p<0,05. Portanto
as alteracBes nos lipidios aparecem nas concentragdes maiores. Proteinas e Carboidratos mostram diferencas significativas
quando comparados ao controle nas duas concentragdes com significancia p<0,05. A reducado das intensidades das bandas dos
carboidratos nos grupos tratados sugere a alteracdo do metabolismo do glicogénio influenciado pela exposicdo a contaminantes.
O consumo de glicogénio pode representar uma utilizacdo de energia atipica, devido ao estresse toxico que 0s contaminantes
causam no organismo (Kumar et al., 2020).

Os resultados indicam que as proteinas e os carboidratos sdo mais sensiveis a presenca de contaminantes do que os

lipidios, corroborando com a literatura (Kumar et al., 2020).
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3.4 Deconvolucéo e ajuste de curva na regiéo de amida |

Observa-se que a area da proteina diminui na concentracdo C1 e em seguida sua area é aumentada na concentracdo C2.
O estudo das alteragdes nas estruturas secundarias da proteina é essencial para compreender os componentes das proteinas nas
células (Kumar et al., 2020).

O método de deconvolucdo e ajuste de curva da banda de amida I foram realizados para estimar a estrutura secundaria
de proteina. Os nimeros de picos e suas posi¢des sao obtidos pela técnica de deconvolucao e de segunda derivada.

Deconvolucdo e ajuste de curva na regido de 1780 a 1600 cm™ da amida | foram realizadas para analisar os componentes
gaussianos da banda da amida .

A Tabela 4 mostra os resultados do ajuste de curva expresso em funcdo da porcentagem da area das estruturas
secunddrias da proteina para o controle e 0s grupos expostos a diferentes concentrac@es de diclofenaco. Observa-se a diminuicao
da estrutura desordenada (random coil) de 35,65 % para 12,22 % e aumento da formagao de B-folha de 41,47 % para 59,74 %.

No grupo tratado C2, observa-se a predominancia da formagdo de p-folha mostrada nas Figuras 10 e 11. Este aumento é

justificado pela interacdo da ligacdo de hidrogénio intermolecular da estrutura B-folha com contaminantes (Kumar et al., 2020).
Esses resultados sugerem que as alteragbes conformacionais nas estruturas secundarias das proteinas foram causadas pela
exposic¢ao aos contaminantes.

S&o encontrados dois valores para estrutura B-folha na Tabela 4, 1675 e 1627 cm™. O nimero de onda maior poderia

ser atribuido a uma estrutura B-folha paralela e o menor, a uma estrutura B-folha antiparalela (Barth, 2007).

Tabela 4 - Porcentagem das areas da estrutura secundaria de proteinas.

Estruturas Controle Concentragdo 1 Concentracéo 2
secundarias Numero de onda ; Ndmero de onda ; Ndmero de onda ;
(cm) % Area (cm?) % Area () % Area

voltas 1688 4,54 £ 0,22 1685 8,22 £ 0,47 1693 1,13 +0,09
B-folha 1675 4,07 £0,29 1673 3,53+0,35 1676 2,51 +0,27
a hélice 1659 14,26 £ 0,48 1659 14,79 £ 0,55 1657 15,00 £ 0,37

desordenada 1644 35,65 +0,86 1646 33,87+1,75 1648 12,22 +0,57
B-folha 1627 41,47 +0,49 1627 39,58 £1,23 1631 59,74 £ 0,60

Fonte: Autores.

Figura 10 - Ajuste de curva para grupo de controle, CO, e para 0s grupos tratados, C1 e C2, respectivamente.
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Fonte: Autores.
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Figura 11 — Area média, com desvio padréo, das estruturas secundarias de proteina do grupo de controle, CO, e dos grupos

tratados, C1 e C2, que foram expostos a concentragdes de 2,2 ug.L? e 4,4 pg.L* de diclofenaco, respectivamente.
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Fonte: Autores.

4. Concluséo

Os resultados do PCA e do HCA discriminaram os espectros dos grupos controle e tratados. As alteracdes espectrais
sdo consideradas como parametros bioquimicos para a indicagdo do grau de toxidade do meio em que 0 organismo se encontra.

AlteracGes nas proteinas e nos carboidratos ja podem ser observadas na concentracio de 2,2 pug.L* de diclofenaco. Ja
na concentragio de 4,4 pug.L?, os lipidios, as proteinas e os carboidratos apresentaram alterages. Sugere-se que as proteinas e
os carboidratos sdo muito sensiveis a presenca de contaminantes. Os resultados da deconvolucéo e do ajuste de curva mostraram
que quando o organimo é exposto a um concentragdo de 4,4 ug.L™? de contaminante, ocorre uma diminuicdo da estrutura
desordenada e um aumento de p-folha na estrutura secundaria da proteina.

A técnica de espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier associada a métodos quimiométricos se

mostrou eficiente para o estudo do efeito da toxidade causada pela exposi¢cdo a poluentes e pode ser utilizada como uma

ferramenta analitica para estudos ambientais, principalmente, por ser uma técnica rapida, precisa e de baixo custo.
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