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Resumo

Atualmente, existem diversos grupos de agentes biocidas que podem ser utilizados em
diferentes areas, como por exemplo higiene, desinfecdo, acdo antiparasitaria e anti-
incrustantes, verificando-se assim um maior recurso a sua utilizacdo pelo homem. Os
compostos biocidas apresentam diversos usos, incorporando sobretudo tintas anti-
incrustantes. O piritionato de zinco (bis (1 hidroxi -2 (1H)-piridetionato-0,s) - (T-4)
zinco) classifica-se como um biocida metélico, e possui acdo bactericida, algicida e
fungicida. Tem sido formulado em tintas anti-incrustantes, que protegem as superficies
que se encontram expostas a um ambiente aquatico, evitando assim a formagédo de
biofilmes. Devido a sua acdo bioldgica tem sido também utilizado para fins cosméticos,
como em champ0®s para o tratamento da caspa e seborreia. As alteracGes fisiologicas em
organismos aquaticos decorrentes da presenca de compostos poluentes nos diversos
compartimentos ambientais sdo hoje em dia tema de pesquisa, em face das alteracoes
eventualmente causadas que podem ter variadas consequéncias deletérias ao nivel dos
individuos e dos ecossistemas. Os dados existentes recolhidos em estudos de
monitorizacdo destes compostos demonstram a presenca sistematica dos mesmos em
compartimentos aquaticos. No presente trabalho avaliou-se a potencial ecotoxicidade do
piritionato de zinco em termos de stress oxidativo (catalase, GSTs e TBARS),
neurotoxicidade (acetilcolinesterase) e danos histopatologicos no figado e nas branquias
do peixe dulcaquicola Gambusia holbrooki, apds uma exposicdo aguda (96 h) ao
composto. O piritionato de zinco esteve na base do aparecimento de alteragOes
histopatoldgicas, quer nas branquias quer no figado, dos organismos expostos. No
entanto ndo se obteve nenhum resultado significativamente diferente na determinacgéo
dos indices patoldgicos. Relativamente aos biomarcadores testados, apenas a atividade
das GSTs podera indicar a ocorréncia de efeitos pro-oxidantes, visto que para as outras
enzimas utilizadas para avaliacdo de stress oxidativo ndo se obtiveram resultados

significativamente diferentes do grupo controlo.

Palavras-chave: ecotoxicologia, poluentes, parametros toxicolégicos, salde ambiental,

ecossistema.
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Abstract

At the present time, diverse biocidal agents can be used in distinct areas, such as
hygiene, disinfection, antiparasitic activity, and antifouling effect, being increasingly
used by humans. Biocidal compounds can be employed in a large set of applications,
such as antifouling paints. Zinc pyrithione ritionato de (bis (1 hidroxi -2 (1H)-
piridetionato-o0,s) - (T-4) zinco) is a metallic biocide, with bactericide, algicide and
fungicide activity. It has been formulated in antifouling paints, that protect surfaces
exposed to the aquatic environment from the instalation of a biofilm. It has also been
used in cosmetics, such as anti-dandruff shampoos. Physiological alterations in aquatic
organisms exposed to pollutants in different environmental compartments have been
theme of research, to diagnose deleterious effects at the individual and ecosystems
levels. Already reported data show the systematic presence of these substances in the
aquatic compartment. The present work intended to assess the potential ecotoxicity
elicited by zinc pyrithione in terms of oxidative stress (activity of catalase, GSTs and
TBARS levels), neurotoxicity (acetylcholinesteras activity), and histopathological
damage in liver and gills of the freshwater fish Gambusia holbrooki, after an acute
(96h) exposure to the compounds. Zinc pyrithione was capable of causing
histopathological alterations, both in liver and gills of exposed organisms. However,
pathological indexes were not altered. In terms of oxidative stress biomarkers, only the
activity of GSTs may indicate the ocurrence of pro-oxidative effects, since the other

enzymes were not responsive.

Keywords: ecotoxicology, pollutants, toxicological endpoints, environment health,

ecosystem.
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I. Introducéo

I.1. Poluigdo aquética por compostos de origem humana

Independentemente da sua area de atuacdo, todos 0s compostos usados em atividades
humanas serdo, posteriormente a sua utilizacdo, libertados para 0 meio ambiente, onde
poderdo adquirir o estatuto de poluentes. Importante sera de salientar que todos os
compostos considerados poluentes podem ser provenientes de fontes diversas e
atividades distintas, como a agricultura, ou as inddstrias, mas podem também ser
libertados por atividades complexas que culminam na eliminacdo dos esgotos
domeésticos (Ahmad et al., 2006). Outras atividades, como a pecudria e a aquacultura,
sdo igualmente responsaveis pela libertacdo de poluentes para o ambiente, pois utilizam
agentes quimicos com acdo bioldgica, como anti-infeciosos e anestésicos, que sao
libertados para a 4gua de uma forma direta (Daughton e Ternes, 1999). Muitos destes
compostos poluentes, ao entrarem em contacto com o ambiente aquatico, podem
interagir e sofrer acumulacdo nos organismos existentes neste meio, provocando uma
diversidade de efeitos toxicos (Ahmad et al., 2006). Atualmente sabe-se que a presenca
de xenobidticos no meio aquatico pode resultar na sua acumulacdo na agua de
ecossistemas limnologicos e marinhos, nos sedimentos ou mesmo em tecidos de
organismos ndo alvo, provocando efeitos adversos que se possam fazer sentir na sadude
dos organismos aquaticos e até do homem (Marschner, 1999; Lombardi, 2004;
Bhagwant e Elahee, 2007).

Nem todos os compostos de origem humana levantam questdes de relevancia ambiental
quando lancados no ambiente aquatico. Assim, torna-se necessario fazer uma andlise

exaustiva e criteriosa de modo a colocar o enfoque sobre agentes antropogénicos que
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podem, no limite, causar desequilibrios. Os contaminantes ambientais podem exercer
tais efeitos toxicos quando os compostos ndo sdo degradados, ou sdo parcialmente
degradados; quando apresentam uma elevada agédo bioldgica; quando tém um elevado
poder de acumulacdo; ou por fim quando possuem um efeito aditivo ou sinérgico na

presenga de outros compostos no ambiente em causa (Bernet et al., 1999).

1.2. Agentes biocidas como contaminantes ambientais

Nos nossos dias, varios grupos de agentes biocidas podem ser utilizados em diversas
areas, devido as suas variadas funcionalidades, contribuindo para uma dispersdo
consideravel destes compostos pelo meio ambiente. Para além disso, atualmente vive-se
uma constante evolucdo da industria, havendo assim um aumento do uso de compostos
biocidas (Guardiola et al., 2012). Estes apresentam diversas aplicacGes, de entre as
quais se destaca a sua incorporagdo em tintas anti - incrustantes, que protegem as
superficies expostas a um ambiente aquatico (ex.: navios, cais, estruturas submersas),
evitando assim a formacdo de biofilmes (Yebra et al., 2004). Importante sera de
salientar que o piritionato de zinco apresenta uma ampla acao bioldgica sendo muito
utilizado para fins cosméticos, exemplo disso sdo os champds para o tratamento da

caspa e da seborreia (Schwartz et al., 2011).

Os biocidas, em geral, podem ser agrupados em quatro grupos distintos. Fazem parte do
primeiro grupo os desinfetantes e os produtos biocidas gerais, onde se enquadram 0s
produtos destinados a higiene humana, os produtos usados na saude publica para
desinfecdo do ar, dos hospitais, das piscinas, aquarios, aguas residuais, entre outras
aplicacdes. Deste grupo também fazem parte os produtos destinados a higiene
veterinaria, os desinfetantes usados para as superficies que estdo em contacto com 0s
alimentos, racdes, bebidas e por fim 0os compostos com poder desinfetante para tornar as

aguas potaveis (Les autorités fédérales de la Confédération Suisse, 2012).
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Do segundo grupo, fazem parte os biocidas com poder conservante (para impedir a
contaminacdo microbiana), por exemplo de alimentos que estejam dentro de um
recipiente. Deste grupo também fazem parte os compostos para controlo da caspa, para
protecdo da madeira, de fibras, couro, borracha e materiais polimerizados, bem como
para protecdo das alvenarias, dos liquidos utilizados em sistemas de refrigeracéo e de
fabricacdo e também dos fluidos usados para a transformacdo dos metais (Les autorités

fédérales de la Confedération Suisse, 2012).

O terceiro grupo de biocidas é designado por produtos antiparasitarios, fazendo parte
deste grupo os rodenticidas, avicidas, moluscicidas, pesticidas, inseticidas, acaricidas,
vermicidas e produtos destinados a controlar outros invertebrados. Também fazem parte
os piscidas e produtos destinados a controlar outros artropodes, bem como os repelentes
e atrativos e os produtos utilizados para o controlo de outros vertebrados (Les autorités

federales de la Confedeération Suisse, 2012; European Chemicals Agency, 2013).

Por fim ao quarto e ultimo grupo pertencem 0s agentes anti-incrustantes, e 0s
compostos conservantes para alimentacdo humana e veterinaria, bem como o fluido de
embalsamento e taxidermia, ou seja os produtos usados na desinfecdo e conservacao de
cadaveres humanos ou animais ou parte destes (Les autorités fédérales de la

Confedération Suisse, 2012; European Chemicals Agency, 2013).

1.3. Efeitos ecotoxicolégicos dos agentes xenobidticos e seu estudo

Os efeitos deletérios subletais causados por compostos biocidas ainda sdo pouco
conhecidos, embora a sua presenca no ambiente aquatico seja bastante comum, dai que
haja um crescimento continuo da necessidade de avaliar os seus efeitos
ecotoxicoldgicos (Nunes et al., 2005; Fent et al., 2006). Embora existam ja diversas
publicacBes acerca desta tematica, ainda ndo existem dados abrangentes acerca dos
efeitos que os compostos referidos possam causar nos diversos organismos que a eles
estejam expostos, mas de uma maneira geral ja se sabe a forma de como alteram 0s

ecossistemas (Henschel et al., 1997) (Fig.1).
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|
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DECADAS
FUNCAOD E ESTRUTURA DOS ECOSSISTEMAS

Fig.1. Efeito da entrada de um poluente num ambiente marinho (adaptado de
Gomes et al., 2000).

Em Estocolmo, em Junho de 1969, durante uma reunido do Committee of the
International Council of Scientific Unions (ICSU), o toxicologista René Truhaut,
definiu a Ecotoxicologia como uma “ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais ou sintéticas sobre 0s organismos vivos, populacdes e comunidades animais ou
vegetais, terrestres ou aquéticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacéo
das substancias com 0 meio nos quais 0s organismos vivem num contexto integrado”
(Truhaut, 1977).

A Ecotoxicologia € assim uma “ciéncia que tem por objetivo principal estudar as

modalidades de contaminacdo do ambiente pelos poluentes naturais ou sintéticos,
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produzidos por atividades humanas bem como 0s seus mecanismos de agao e 0S seus

efeitos no conjunto de seres vivos que habitam na biosfera” (Ramade, 1977).

A Ecotoxicologia € uma area que capta cada vez mais investigadores no sentido de se
efetuarem avaliacGes da toxicidade de determinados compostos num ecossistema, ou
seja, a quantificacdo dos efeitos toxicos causados nos diversos sistemas bioldgicos por
agentes quimicos que se encontrem dispersos (Fent et al., 2006). Assim, é uma ciéncia
aplicada, que requer o estudo dos mecanismos, efeitos e danos causados em sistema
bioldgicos, a varios niveis de organizacdo, por agentes de natureza quimica diversa e
que ttm em comum o facto de estarem disseminados no meio ambiente. Esta area
cientifica utiliza como ferramentas um vasto leque de metodologias de anélise, no
sentido de dar respostas relativas aos muitos mecanismos de toxicidade que os agentes
dispersos no meio ambiente apresentam. Dada a cada vez maior dispersdo de agentes
xenobiodticos no meio ambiente, surge uma necessidade de evolucdo ao nivel das
técnicas disponiveis para avaliacdo toxicoldgica de tais compostos. Para responder a
esta necessidade, surgiram novos parametros indicativos de toxicidade, bem como
novos ensaios ecotoxicoldgicos, que incorporaram novas espécies de peixes, crustaceos
e moluscos (Nunes et al., 2005). Normalmente, estes testes de toxicidade séo efetuados
com base em protocolos padronizados e pré-estabelecidos, tendo em conta as normas
internacionais que emanam de organismos supragovernamentais (ex.: Organizacao para
a Cooperacdo para o Desenvolvimento Econdémico OCDE, Unido Europeia UE, e
United States Environmental Protection Agency, USEPA) utilizando organismos teste
tradicionais e amplamente conhecidos em termos da sua ecologia/biologia (Fent et al.,
2006). Muitos destes procedimentos tém vindo a ser desenvolvidos e melhorados desde
a década de 1980, pelas diversas agéncias ambientais a nivel mundial (Magalhdes e
Filho, 2008).

E muito importante perceber a resposta dos organismos individuais aos contaminantes
para assim o0s seus efeitos serem realisticamente previstos ao nivel das populacdes,
comunidades e ecossistemas (Magalhées e Filho, 2008). Importa salientar que por vezes
os efeitos causados nas populacBes sdo dificeis de detetar, pois alguns desses efeitos so
se manifestam passados longos periodos de tempo, quando o processo nefasto ou

deletério j& decorreu, ndo sendo possivel reverter a situacdo e reduzir o risco (Oost et
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al., 2003). Assim, uma das preocupacdes a ter em conta no desenvolvimento e
implementacdo de metodologias de analise e avaliagdo dos efeitos ecotoxicoldgicos, é
que essas ferramentas possam ser encaradas como sinais de aviso precoce para a
ocorréncia de alteracdes potencialmente deletérias a nivel subindividual, individual ou

até mesmo populacional (Oost et al., 2003).

Os testes de ecotoxicidade permitem efetuar uma avaliacdo do tipo de contaminacao
ambiental que pode, como ja referido anteriormente, ter origem nos efluentes agricolas,
industriais e domésticos, sedimentos, medicamentos e produtos quimicos em geral, mas
também podem ser usados para o estudo de efeitos toxicoldgicos mais basicos (como
estudo de mecanismos de interagdes) dos diversos compostos (Marschner, 1999;
Lombardi, 2004). Os testes de ecotoxicidade atuais sdo testes que apresentam como
principais vantagens a simplicidade, o baixo custo, o fornecimento de uma estimativa
dos efeitos letais e sub-letais, medem a toxicidade quando o agente toxico ndo €
identificado quimicamente, podem fornecer um sinal de alarme precoce ou prever 0s
potenciais danos ambientais, contabilizam os efeitos das misturas toxicas (podendo um
efluente quimicamente complexo ser avaliado genericamente como um Unico poluente)
e por fim os resultados destes testes sdo mais facilmente compreendidos e aceites pelos
industriais e publico em geral (Chapman, 2000). Apresentam algumas desvantagens: a
substancia toxica nem sempre é identificada; nos ensaios sdo apenas utilizadas algumas
espécies das muitas que estao presentes nos ecossistemas, e 0s organismos—teste nao sdo
expostos a fontes de stress que mimetizem as condigdes ambientais reais (ndo existem

variacdes nos fatores ambientais) durante a realizacdo do ensaio (Chapman, 2000).

Estes testes podem ser divididos em testes agudos ou cronicos; no primeiro caso,
obtém-se uma resposta acerca dos efeitos que podem ser causados por um agente toxico
em concentragdes elevadas num organismo exposto durante um periodo breve. Assim,
sdo habitualmente testes com um curto tempo de exposi¢cdo, que normalmente varia
entre as 24 horas e as 96 horas, e onde se utilizam concentracdes elevadas de uma
determinada substancia quimica (Walker et al., 2001). Contudo um teste agudo também
pode ser definido como uma exposicao a um agente toxico, sendo a concentracdo total
desse agente libertado num Unico evento, e sendo rapidamente absorvido (Schvartsman,

1991). De forma oposta, um teste crénico envolve exposicdo dos organismos aos
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agentes em estudo em concentracOes subletais por periodos de tempo mais longos, que
podem abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo em causa (Walker et al.,
2001). Quando se trata de um teste cronico, o agente toxico € libertado por periodos de
tempo mais longos e sdo periodicamente repetidos, sendo utilizadas baixas

concentracdes dos compostos em estudo (Schvartsman, 1991).

A escolha do tipo de teste a executar, depende do tipo de estudo que se pretende
desenvolver (Walker et al., 2001). Um teste cronico remete-nos mais para a realidade do

risco ambiental dos efeitos dos compostos toxicos usados (Fent et al., 2006).

1.4. Poluicdo aquatica por farmacos

Os farmacos (e os seus residuos) sdo poluentes ambientais que possuem caracteristicas
determinantes, e que os colocam num patamar diferenciador relativamente a maioria dos
restantes poluentes. Alguns compostos terapéuticos tém uma grande capacidade de
resisténcia a degradacdo metabolica e apresentam uma consideravel lipofilia,
provocando uma persisténcia no ambiente ap6s o seu uso (Cleuvers, 2003). Esta
caracteristica intrinseca explica a potencialidade de um farmaco se tornar perigoso para
0 ambiente e eventualmente para a salde publica. Os farmacos também apresentam,
naturalmente, atividade farmacoldgica; sdo parcialmente resistentes aos processos de
metabolizacdo; podem sofrer processos de biomagnificacdo ou bioacumulacdo nas
cadeias alimentares (Nunes et al., 2004). Sdo considerados ambientalmente ubiquos e
sdo libertados em grandes quantidades para o ambiente e normalmente sem sofrerem um
tratamento prévio (Nunes et al., 2004). Estas caracteristicas contribuem assim para um
aumento dos riscos quer para 0 ambiente, quer para a saude publica (Nunes et al.,
2004).

Os farmacos de utilizacdo humana e os seus residuos e metabolitos facilmente atingem
0 ambiente aquético, visto que ap6s a ingestdo do farmaco, este sera excretado por uma
via fecal ou urinaria, mas por vezes sob a forma ndo metabolizada ou sob a forma de
metabolitos, atingindo assim as aguas residuais, passando mais tarde para o ambiente
aquatico (Fent et al., 2006). Tal passagem é favorecida pelo facto de muitos destes
compostos farmacéuticos poderem atravessar as estacbes de tratamento das aguas
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residuais sem sofrerem qualquer tipo de degradacéo (Fent et al., 2006). Os farmacos sao
propicios a apresentar diferentes mecanismos de agdo que ainda ndo sdo bem
conhecidos em diversos organismos, pelo que podem atuar de forma diferente em todos
eles, contribuindo assim para uma dificuldade acrescida na avaliacdo dos seus efeitos

ecotoxicoldgicos (Fent et al., 2006).

1.5. O agente biocida piritionato de zinco

O piritionato de zinco (bis (1 hidroxi -2 (1H)-piridetionato-o,s) - (T-4) zinco) classifica-
se como um biocida metalico (Yebra et al., 2004), e possui acdo bactericida, algicida e
fungicida (Turley et al., 2000; Yebra et al., 2004; Turley et al., 2005). E assim uma
substancia quimica que atua ao eliminar ou impedir o crescimento de microrganismos
que sdo responsaveis pela incrustacdo bioldgica (Turley et al., 2000; Yebra et al., 2004;
Turley et al., 2005). Este composto é usado por exemplo em tintas de embarcacdes
comerciais e de recreio, plataformas petroliferas, tubulagcbes submarinas e tanques
destinados a aquicultura, entre outras aplicacGes (Yebra et al., 2004). Devido a sua agéo
bioldgica tem sido também utilizado para fins cosméticos, como em champés para 0

tratamento da caspa e seborreia (Schwartz et al., 2011).

Apesar da sua utilizacdo ao longo de décadas, ainda nao existe um consenso no que diz
respeito ao seu mecanismo de acdo. Este podera estar relacionado com um aumento dos
niveis intracelulares de cobre, que conduzem a perda da funcionalidade de proteinas
especificas que contém ferro e enxofre (Reeder et al., 2011). O piritionato de zinco é um
composto ionéforo do cobre, permitindo a entrada de cobre nas células e facilitando a
sua distribuicdo através das membranas intracelulares (Reeder et al., 2011). O
piritionato de zinco demonstrou também ser capaz de aumentar o cobre intracelular no

fungo Malassezia globosa que esta presente no couro cabeludo (Reeder et al., 2011).

A questdo da presenca e persisténcia ambiental do piritionato de zinco é atual e
pertinente, pois este composto apresenta um grande potencial de bioacumulacao
(Marcheselli et al., 2010). Adicionalmente, alguns autores defendem que a forma da
utilizacdo do piritionato de zinco como anti-incrustante conduz a sua presenca no

ambiente aquéatico, com um forte impacto ambiental, pois estara altamente difundido
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nas zonas costeiras (Yebra et al., 2004). No entanto, o piritionato de zinco é um
composto foto-degradavel que rapidamente se degrada em compostos menos tdxicos
quando exposto a luz solar (Turley et al., 2000, 2005). No entanto, este processo
denominado fotdlise, podera acontecer apenas a superficie das aguas (zona eufdtica)
quando estas se encontram limpidas, pois a turvacdo provocada por sedimentos
diminuiu a penetracdo da luz e compromete a consequente fotodegradacdo do
piritionato de zinco, podendo ser uma explicacdo para a sua presenca nos ambientes
aquaticos (Maraldo e Dahll6f, 2004).

1.6. Utilizag&o de peixes em ensaios ambientais

Para a monitorizacdo da poluicdo ambiental no meio aquatico, os peixes sdo dos
organismos mais adequados, visto que conseguem acumular nos seus tecidos alguns
poluentes que sdo provenientes da agua e da propria dieta (Ayas et al., 2007). Os
ecotoxicologistas cada vez mais recorrem a peixes para a realizacdo dos seus estudos,
pois 0s peixes sdo considerados organismos sentinela de significativa utilidade
apresentando diversas vantagens, pois permitem detetar os efeitos dos contaminantes
ambientais, sendo considerados sistemas modelo eficientes e rentaveis (Bolis et al.,
2001; Scott e Sloman, 2004; Lourenco et al., 2010). Assim, ndo €é surpreendente o

numero crescente de estudos publicados com peixes (Peakall, 1992; Bolis et al., 2001).

Os peixes sdo seres vivos que ocupam um grande nimero de habitats como os lagos,
rios, mares, oceanos e fontes hidrotermais (Bolis et al., 2001), permitindo assim
desenvolver formas diferentes de sobrevivéncia a uma vasta gama de ambientes, 0 que
0s torna organismos teste de exceléncia em estudos toxicoldgicos para a avaliagdo dos

efeitos de diversos poluentes (Ballesteros et al., 2009).

A selecdo da espécie de peixe para efetuar um estudo ecotoxicoldgico, deve levar em
linha de conta algumas caracteristicas intrinsecas que o animal deva possuir. Assim, 0
organismo teste a utilizar deve ser sensivel e ndo resistente; deve ser uma espécie que
exista em quantidade apreciavel num determinado local, e ao longo de todo o ano; deve
ser uma espéecie abundante e de elevada distribuicdo geogréfica, para se conseguir
executar amostragens e para que obedeca a critérios de representatividade ecoldgica;
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deve ser de facil manuseamento e manutengdo laboratorial e de adaptacdo pronta a
condicBes de exposicdo; a sua fisiologia deve apresentar caracteristicas que permitam
obter boas relacbes dose-efeito em termos toxicoldgicos e devemos ter em consideracdo
a possivel existéncia de uma metodologia padronizada para a sua utilizacdo (Peakall,
1992). A utilizacdo de peixes em ensaios ambientais ndo se esgota nos procedimentos
laboratoriais, pelo que estudos de biomonitorizacdo podem igualmente recorrer a estes
organismos. A espécie de peixe a utilizar deve ser boa bioindicadora (responsiva as
condicdes do meio), e deve ter em conta os objetivos especificos do processo de

biomonitorizacdo (Zhou et al., 2008).

Assim, um organismo teste ideal deverd sofrer facilmente alteracBes ao nivel
comportamental, fisiologico ou funcional. Estas alteracfes poderdo ser selecionadas
com end-points toxicoldgicos, pois alteracbes nestas funcBes bioldgicas poderdo
provocar uma perda da capacidade para a procura de alimentos, ou capacidade de fuga a

predadores ou perda de desempenho ao nivel reprodutivo (Oost et al., 2003).

O peixe mosquito (Gambusia holbrooki), € um pequeno peixe dulcaquicola (2 - 2,5 cm
nos machos e 5 - 6 cm nas fémeas) (Cabral e Marques, 1999) pertencente a familia
Poeciliidae. E uma espécie que se encontra naturalmente distribuida pela costa este dos
Estados Unidos da América, e que se encontra praticamente em todas as bacias da
Peninsula Ibérica (Nico e Fuller, 2013). E utilizado como um peixe controlador de

mosquitos, evitando assim a transmissdo de doencas (Cabral e Marques, 1999).

G. holbrooki € também conhecida como uma espécie invasora, que facilmente se adapta
a meios com condigdes adversas, como sejam temperaturas muito elevadas ou com agua
pouco oxigenada (Cabral e Marques, 1999). E também uma espécie que apresenta uma
alta fecundidade e pode ser considerado um consumidor secundario na cadeia alimentar

aquatica (Vargas e Sostoa, 1996).

Trata-se de um organismo eurialino, que consegue suportar variacdes de salinidade da
agua (Vargas e Sostoa, 1996) e que esta presente em sistemas de agua doce e estuarios
de regides temperadas (Beandouin, 2007). Devido ao seu reduzido tamanho corporal é
uma espécie de facil manutencdo laboratorial (Nunes et al., 2008). E um organismo

10
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muito utilizado para executar estudos experimentais dos efeitos dos poluentes quimicos
a diferentes niveis de organizacdo bioldgica, desde o nivel celular até ao populacional
(Beandouin, 2007).

O sucesso da utilizagdo de G. holbrooki como organismo teste em estudos
ecotoxicoldgicos pode ser comprovado pelo niumero de publicacBes na literatura. Esta
espécie foi ja utilizada em estudos que visaram a avaliacdo dos impactos de toxicos em
biomarcadores enzimaticos (Nunes et al., 2004, 2005), em ensaios comportamentais
(Nunes et al., 2008), em estudos genéticos e demogréaficos (Tatara et al., 2002), bem

como ao nivel da reproducdo (Edwards et al., 2006).

Fig.2. llustracdo de um animal pertencente a familia Poeciliidae (adaptado de
Coad, 2012)

1. Biomarcadores

11.1. Biomarcadores de monitorizacdo ambiental

Atualmente a execucdo de uma analise ambiental ampla e global pode recorrer a
utilizacdo de biomarcadores, pois estes fornecem informacdo acerca dos efeitos
bioldgicos dos poluentes, que pode dar indicagfes acerca do mecanismo toxicoldgico
que o poluente podera exercer sobre 0s organismos que se encontram em contacto com
0 mesmo. Assim, a utilizacdo de biomarcadores vai para além da abordagem classica, ao
ndo apresentar apenas uma quantificacdo dos niveis de poluentes existentes no
ambiente, mas sim qual a sua fracdo que estd, de facto, disponivel para exercer efeitos
(McCartthy et al., 1991).

11
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Biomarcadores podem ser definidos como alteragbes bioquimicas, histoldgicas ou
fisiol6gicas que podem ser provocadas por contaminantes, que estejam presentes em
amostras biologicas ou num sistema (Timbrell, 1998). Ou seja, um biomarcador
corresponde a uma alteracdo numa resposta bioldgica (molecular, celular, fisiologica ou
comportamental) devido a uma exposi¢do a algum contaminante quimico (Peakall,
1994).

No entanto, nem todos os parametros bioldgicos poderdo servir como biomarcadores em
analise ambiental. A sensibilidade e a rapida resposta sdo duas caracteristicas que estdo
inteiramente associadas a detecdo rapida e prévia dos efeitos que um determinado
poluente possa provocar num organismo, mesmo que os efeitos ainda ndo sejam
observaveis ou ainda ndo sejam registados resultados que decorram da exposi¢do ao
poluente (Morgan et al., 1999). Um biomarcador para ser considerado adequado deve
possuir baixo custo, aplicabilidade em varias condi¢es de teste e deve possuir indices
de sensibilidade em relacdo a biodisponibilidade de diversos poluentes e as respostas
bioldgicas precoces (Nunes et al., 2008). Sdo seis os critérios indispensaveis num
biomarcador: a resposta do biomarcador deve ser sensivel & exposi¢do aos poluentes e
aos efeitos que estes causam para que possam ser usados como parametro precoce de
aviso; o teste para quantificar o biomarcador deve ser fidvel, barato e de facil execucéo;
0 mecanismo subjacente das relagcdes entre 0 biomarcador e a exposi¢do ao poluente,
como dose e tempo deve ser padronizado; a base de dados do marcador deve ser
definida para que se possa distinguir entre a variabilidade natural que sera o ruido e o
stress induzido pelos contaminantes que sera o sinal; a significancia toxicologica do
biomarcador deve estar estabelecida; e por fim o impacto dos fatores que possam causar
confusdo na resposta entre 0 biomarcador também deve estar estabelecido (Oost et al.,
2003). Para além destes seis critérios, um sétimo pode ser acrescentado, pois um
biomarcador devera ser idealmente nédo invasivo ou ndo destrutivo para tornar mais facil
a monitorizacdo ambiental dos efeitos que os compostos em estudo poderdo exercer sob
espécies que estejam em vias de extin¢ao e que possuem um contacto permanente com o

composto em causa (Fossi e Marsili, 1997).

12
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E importante ter em conta que o efeito toxicolégico provocado num organismo por um
dado composto normalmente desencadeia uma cascata de respostas bioldgicas, em que

cada uma dessas respostas podera servir como biomarcador (McCartthy et al., 1991).

Desta forma, reconhece-se que, com a utilizacdo de biomarcadores, se obtém uma
ampla visdo do mecanismo de acdo que o poluente em causa possui e quais os efeitos
gue possam provocar num organismo que a ele esteja exposto. Varios estudos efetuados
em diversos organismos como peixes, mamiferos, moluscos, plantas, crustaceos e
insetos, demonstraram que a utilizacdo de biomarcadores para a execucdo de uma
anélise ambiental é bastante versatil, podendo ser monitorizados pardmetros especificos
dependendo do estudo em causa (Nunes et al., 2005, 2006). Entdo, os biomarcadores
podem ser utilizados para diversas finalidades tendo sempre em conta o objetivo do
estudo, o tipo de exposicdo e a interacdo da substancia quimica com os recetores
biolégicos (Heberer, 2002).

Os biomarcadores podem ser divididos em trés classes principais (Oost et al., 2003). A
primeira classe é a dos biomarcadores de exposi¢cdo, que detetam e quantificam um
composto poluente, os seus metabolitos ou interacbes que possam existir entre o
composto ou 0s seus metabolitos e as moléculas ou células-alvo, sendo medidos num
determinado compartimento do organismo em estudo. A segunda classe pertencem 0s
biomarcadores de efeito, que detetam as alteraces bioguimicas e fisioldgicas, podendo
ser avaliadas nos tecidos ou fluidos corporais e que possam ser associadas a possiveis
patologias que se vao desenvolvendo no organismo em causa. A terceira classe inclui os
biomarcadores de suscetibilidade, em que os fatores genéticos poderdo estar na base da
capacidade que um organismo tem em modificar a sua suscetibilidade a uma exposi¢édo
(Oost et al., 2003).

Diversos biomarcadores de efeito podem ser utilizados para o estudo do impacto dos
diversos poluentes no mundo aquatico, pois varias alteracdes podem-se fazer sentir na
presenca de um composto poluente. Para tal utilizam-se como ferramentas de pesquisa
enzimas de biotransformacdo, sendo estas consideradas muito sensiveis; parametros de
stress oxidativo, pela pesquisa das consequéncias provocadas pelos radicais livres de

oxigénio ou de azoto, que podem inativar enzimas ou danificar o DNA; produtos da
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biotransformacgédo, pelo seu aumento nos fluidos corporais; proteinas resultantes do
stress, metalotioneinas e resisténcia xenobidtica, sendo estas importantes para a
protecdo e reparacao celular contra o stress e a toxicidade; parametros hematoldgicos,
sendo avaliados o hematdcrito, a hemoglobina, as proteinas, a glicose, bem como
algumas hormonas especificas; parametros imunoldgicos, pois a imunidade celular pode
estar diminuida pela presenca de determinados compostos; parametros endocrinos e
reprodutivos, ocorrendo uma alteracdo hormonal; parametros neuromusculares;
parametros genotdxicos, pela alteracdo da estrutura do DNA e por fim através de
parametros fisioldgicos e morfoldgicos, que incluem a pesquisa de lesdes tecidulares e
alteragdes morfolégicas como desenvolvimento de tumores ao nivel tecidual (Oost et
al., 2003).

I11.2. Biomarcadores da atividade enzimatica

Os niveis ou as atividades de determinadas enzimas podem sofrer alteragdes na presenca
de compostos poluentes, podendo entéo ser utilizados como biomarcadores em diversos
organismos aquaticos (Livingstone, 1991; Regoli et al., 2002). As diversas substancias
presentes no ambiente aquatico podem, quando em contacto com 0s organismos
presente no meio, provocar uma indugdo enzimatica (aumentando a capacidade
metabolica) ou uma inibicdo enzimatica (diminuindo a capacidade metabdlica), sendo
um alvo comum para a determinacdo de exposicao a determinados compostos poluentes
(Guimarées et al., 2006).

De entre os biomarcadores enzimaticos mais frequentemente utilizados, destaca-se a
quantificaco da atividade de enzimas de biotransformagcdo. As reacOes de
biotransformacao in vivo podem ser divididas em reacdes de fase | e de fase Il, sendo
estas reacOes catalisadas por enzimas biotransformadoras (Guimardes et al., 2006).
Considerando que muitos dos compostos poluentes ambientais carecem de
metabolizacdo prévia antes da sua eliminacgéo, a utilizacdo da atividade de enzimas de
biotransformacao podera ser empregue com sucesso para o diagnéstico da exposicao de
organismos a estes compostos. Este tipo de reacdes (tanto de fase I como de fase II)
modificam estrutural e quimicamente os compostos (incluindo os poluentes) dando

origem a moléculas denominadas metabolitos, sendo estes geralmente mais polares e
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consequentemente mais hidrossoltiveis do que os compostos que lhes ddo origem,
facilitando assim a sua excrecdo. Tal ocorre pois 0s metabolitos passam a ter maior
quantidade de grupos funcionais hidrofilicos, e maiores dimensdes, do que 0 composto
inicial, diminuindo a capacidade de passagem através das membranas bioldgicas
(Guimaraes et al., 2006).

As reacdes de fase | envolvem hidrolises, reducdes e oxidacBes, e constituem
frequentemente um passo no sentido da preparacdo da molécula a eliminar para o que
ird acontecer nas reacOes da fase Il (Guimardes et al., 2006). Este passo nem sempre
corresponde a um aumento marcado da hidrossolubilidade do metabolito, pelo que este
metabolito terd de ser sujeito a reacOes adicionais, de fase Il, para que seja
suficientemente hidrossollvel e possa ser eliminado. Esse passo adicional corresponde
as designadas reacGes de fase Il, ou de conjugacdo, nas quais ocorrem reacles de
conjugacdo com substratos enddgenos, formando-se compostos muito polares e
hidrossoluveis, que sdo excretados facilmente pelos rins ou atraves das fezes. As
reacdes de biotransformacéo ocorrem principalmente no figado devido a multiplicidade
de enzimas presentes neste 6rgdo, bem como o elevado fluxo sanguineo que o figado

possui (Guimarées et al., 2006).

De entre as reacOes de fase Il utilizadas em analises ambientais, assume particular
importancia a quantificacdo da atividade das isoenzimas glutationa-S-transferases.
Nestas reacdes 0 que acontece € uma conjugacao entre o tripéptido glutationa (acido
glutdmico-glicina-cisteina) pelo grupo sulfidrilo, com o carbono eletrofilico do agente
toxico poluente, sendo esta reacdo catalisada pelas referidas isoenzimas glutationa-S-
transferases (Guimaraes et al., 2006). O conjugado daqui resultante pode ser rapida e

eficazmente eliminado do organismo, por via aquosa.

11.3. Stress oxidativo e suas enzimas

A utilizagdo de oxigénio molecular na maioria dos processos biolégicos dos organismos
aerobios é um fator importante para o estudo dos efeitos toxicologicos causados pela

exposicao a multiplos compostos por via ambiental (Dorval e Hontela, 2003).
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Tal facto decorre da utilizagdo de oxigénio que pode condicionar a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez podem causar danos irreversiveis,
sendo entdo classificados como radicais livres de oxigénio potencialmente tdxicos
(Regoli et al., 2002).

As espécies reativas de oxigénio sdo fisiologica e constantemente produzidas nas
células como subprodutos do metabolismo aerébio. A producdo de ROS decorre de
fatores como a exposic¢do a radiacdo e a luz UV, producéo de perdxido de hidrogénio e
oxigénio reduzido pelos macrofagos e fagdcitos ativados, ou da interacdo do organismo

com compostos poluentes (Droge, 2002; Hensley e Floyd, 2002).

Geralmente, a producéo intracelular de ROS € controlada por agentes antioxidantes, que
como o proprio nome indica, sdo compostos que atrasam ou impedem a oxidacdo de
substratos oxidaveis (Halliwell e Gutteridge, 1989). Os agentes antioxidantes podem ser
do tipo enzimético e ndo enzimatico. Do tipo enzimético fazem parte a catalase, a
superdxido dismutase e a glutationa peroxidase (Piao et al., 2011); do tipo néo
enzimatico fazem parte a vitamina C, E, -caroteno, flavonoides, proteinas do plasma,

selénio, glutationa, clorofilina, curcumina e L-cisteina (Bianchi e Antunes, 1999).

Na presenga de compostos poluentes, pode ocorrer uma indugdo da producédo
intracelular de ROS principalmente através de mecanismos de ciclo redox e do
metabolismo oxidativo, tendo em conta 0 complexo enziméatico P450 (Halliwell e
Gutteridge, 1989; Livingstone, 1991). As ROS podem provocar um conjunto de
alteragdes ao nivel dos lipidos membranares (provocando peroxidacdo lipidica), DNA
e/ou proteinas, contribuindo entdo para alteracbes do pH e das concentragdes
intracelulares de célcio podendo mesmo provocar a morte celular (Davies, 1995).
Quando tal facto sucede podemos concluir que as moléculas antioxidantes estdo em
niveis diminutos (Halliwell e Gutteridge, 1989; Dorval e Hontela, 2003). Esta condicao
enguadra-se num cenario de stress oxidativo. O stress oxidativo é definido como um
desequilibrio que ocorre entre a producdo de ROS e a sua destoxificacdo por sistemas
biolégicos que os consigam remover ou reparar danos celulares que poderdo ser

provocados pela sua presenca (Halliwell e Gutteridge, 1989).
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Nos ultimos anos sdo varios os investigadores que estudam o metabolismo dos radicais
livres, pois estes estdo cada vez mais associados a diversos efeitos, como por exemplo o
envelhecimento e algumas patologias (Halliwell e Gutteridge, 1989; Livingstone, 1991).
A nivel ambiental o stress oxidativo é igualmente importante como parametro
toxicoldgico, pois a presenca e exposicdo a compostos poluentes, pode causar uma
indugédo da producgéo intracelular de ROS (Halliwell e Gutteridge, 1989; Livingstone,
1991), havendo consequentemente um conjunto de alteracbes que podem mesmo
provocar a morte celular (Davies, 1995). Logo, a avaliacdo do stress oxidativo pode
tornar-se numa ferramenta analitica importante para avaliar e diagnosticar alteragdes da
salde ambiental. Para tal, pode proceder-se ao estudo de diversas enzimas que fazem
parte da defesa antioxidante da maioria dos organismos, tais como superoxido
dismutase, catalase, glutationa-S-transferase, glutationa peroxidase, glutationa reductase
(Regoli et al., 2002). No caso da ocorréncia de dano peroxidativo, nomeadamente ao
nivel dos lipidos membranares, a determinagdo dos niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) pode ser também

importante (Regoli et al., 2002).

11.3.1. Glutationa-S-transferases (GSTSs)

As GSTs correspondem a um conjunto de isoenzimas, com um papel muito importante
no que diz respeito a eliminacdo de compostos eletrofilicos, pois quando estes
compostos sdo conjugados com o tripéptido glutationa a sua eliminagdo encontra-se
muito mais facilitada (Gulick e Fahl, 1995; Armstrong, 1997; Halliwell e Gutteridge,
1999). Estas enzimas estdo presentes na biotransformacdo de compostos poluentes ou
substancias endogenas nas reacdes de fase Il (Halliwell e Gutteridge, 1991). Possuem na
sua constituicdo proteinas diméricas sollveis e multifuncionais que tém a capacidade de

se conjugar com moléculas eletrofilicas, tornando-as menos toxicas (Habig et al., 1974).

As GSTs também sdo biomarcadores de stress oxidativo, pois na presenca de alteracdes
nas concentracbes das ROS, estas isoenzimas poderdo sofrer alteracdes na sua
expressao, tornando-se num indicador de que as células podem estar a desenvolver uma

sensibilidade aos compostos pelos quais estdo expostos (Regoli et al., 2002).
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11.3.2. Catalase

O perdxido de hidrogénio € um composto que resulta do metabolismo celular nos
organismos que estdo expostos ao oxigénio atmosférico (Nelson e Cox, 2005). Em
cenarios de stress oxidativo, a sua quantidade encontra-se substancialmente aumentada;
quando o perdxido de hidrogénio existe em grandes quantidades, ndo existindo nenhum
mecanismo compensatorio que o elimine, pode desencadear o aparecimento de diversas
patologias relacionadas com o stress oxidativo (Nelson e Cox, 2005). A catalase é uma
enzima intracelular que decompde o perdxido de hidrogénio em oxigénio e adgua, sendo
muito importante na destoxificacdo deste composto. A catalase é uma enzima que se
encontra dentro dos peroxissomas celulares e possui quatro cadeias polipeptidicas em
que cada uma destas cadeias liga um grupo heme, possuindo cada heme um iao de ferro

que reage com o perdxido de hidrogénio (Nelson e Cox, 2005).

11.3.3. TBARS

TBARS € 0 acronimo para thiobarbituric acid reactive substances ou “substancias
reativas ao acido tiobarbiturico”, cuja quantificagdo permite que haja uma avaliagdo da
extensdo da peroxidacdo lipidica, que é um fator crucial para uma analise dos efeitos
decorrentes de uma condicdo de stress oxidativo, bem como para verificar quais 0s

danos causados nos lipidos membranares (Brandéo et al., 2011).

A peroxidacdo lipidica ocorre quando existe uma reacdo entre os lipidos insaturados
(que estdo presentes nas membranas celulares e nas lipoproteinas) e os radicais livres de
oxigénio, constituindo assim uma reacdo base de stress oxidativo (Lima e Abdalla,
2001), pois estas reacdes podem desencadear varios processos como destruicdo celular,
faléncia nos mecanismos de troca de metabolitos ou mesmo em situacfes extremas, a
morte celular (Benzie, 1996). O produto final resultante do processo degradativo dos
lipidos membranares pelos radicais livres é o malonildialdeido (MDA) (Buege e Aust,
1978). A quantificacdo do teor em MDA é indicativa da extensdo da peroxidacao
lipidica (Buege e Aust, 1978).
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I11. Neurotoxicidade

As colinesterases sdo enzimas que pertencem a familia das esterases, tendo estas a
capacidade para hidrolisar ésteres carboxilicos (Gongalves et al., 2010). Estas enzimas
apresentam um fator que as distinguem das restantes esterases, visto que apresentam
uma maior preferéncia para a hidrdlise de ésteres de colina, em vez de outros ésteres
carboxilicos e sdo inibidas pelo fisiostigmina (eserina) em concentra¢cdes na gama dos
10"°M (Garcia et al., 2000; Nunes et al., 2003).

Na generalidade dos organismos, podem ser encontrados dois tipos de colinesterases: a
acetilcolinesterase (AChE) ou colinesterase verdadeira ou especifica (Xuereb et al.,
2009; Gongalves et al., 2010) e a butirilcolinesterase ou pseudocolinesterase (BChE),
que se distinguem pela especificidade que tém para com o0s substratos e inibidores
(Mora et al., 1999; Sturm et al., 1999; Monteiro et al., 2005; Leticia e Gerardo, 2008).

A AChE tem como principal funcdo fisiologica a regulagdo da transmissdo nervosa
(Xuereb et al., 2009; Gongalves et al., 2010), e catalisa a hidrdlise da acetilcolina
(principal neurotransmissor nos sistemas sensoriais € neuromusculares na maioria dos
animais (Xuereb et al., 2009)), em &cido acético e colina (Garcia et al., 2000; Leticia e
Gerardo, 2008). Havendo uma inibi¢do da acetilcolinesterase, havera uma acumulagéo
de acetilcolina nas sinapses nervosas e uma interrupcdo da transmissdo nervosa,
provocando uma estimulacdo excessiva do sistema nervoso central e periférico.
Consequentemente, ocorrerdo efeitos neurotdxicos para 0s organismos expostos a
agentes que perturbem a funcgdo acetilcolinesterasica (Nunes et al., 2003; Xuereb et al.,
2009; Gongalves et al., 2010).

Assim, cada vez mais 0s ecotoxicologistas procedem a monitorizacdo da atividade da
enzima acetilcolinesterase nos organismos aquaticos, para uma avaliagdo da exposi¢do
dos mesmos a compostos poluentes, nomeadamente 0s que reconhecidamente possuem
acao anticolinesterasica, como pesticidas, metais, detergentes e farmacos (e.g. Nunes et
al., 2003; Sismeiro-Vivas et al., 2007; Feng et al., 2008; Ballesteros et al., 2009).
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V. Objetivos

O principal objetivo deste projeto de Pds-Graduagdo/Dissertacdo foi determinar os
efeitos toxicologicos, ao nivel histologico e enzimatico/bioquimico, decorrentes da
exposicdo aguda do peixe dulcaquicola Gambusia holbrooki, a concentracdes

ecologicamente relevantes do composto ativo piritionato de zinco.

V. Material e Métodos

V.1. Captura dos organismos

A captura de exemplares de Gambusia holbrooki, ocorreu em Outubro de 2012 na
Pateira de Fermentelos (40° 34° 48°° N, 8° 31’ 12> W). A Pateira de Fermentelos ¢ uma
lagoa natural, sendo considerada a maior da Peninsula Ibérica (Ferreira et al., 2003) e
esta localizada entre Agueda, Aveiro e Oliveira do Bairro. Faz parte da bacia
hidrografica do Rio Cértima e da bacia hidrografica do rio Agueda (Ahmad et al.,
2006). Trata-se de um ecossistema rico em fauna, flora e diferentes espécies aquaticas
(Ferreira et al., 2003). Os animais foram capturados da margem com a ajuda de uma
rede de camaroeiro (rede de mao). Apos a captura, os peixes foram colocados em arcas
com agua da Pateira de Fermentelos e arejamento, e imediatamente transportados para o
laboratério. Os peixes foram medidos e selecionados para utilizacdo nos testes de
exposicdo, aqueles cujo tamanho se situasse entre 2 e 2,5 cm (machos e fémeas

inférteis).

Posteriormente, os animais ficaram em quarentena durante 15 dias num aquario. O meio
selecionado foi agua da torneira previamente desclorinada, a qual se adicionou cloreto
de sodio (6 g/l) com o intuito de minimizar a probabilidade de contaminacdo por
fungos. Os animais foram mantidos com arejamento continuo, a uma temperatura de
20+1°C, fotoperiodo de 16hD:8hN e alimentacdo diéria ad libitum com ragdo comercial
(Sera Vipan®).
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V.2. Teste in vivo de exposicdo aguda (96 horas)

O ensaio seguiu as orientagdes constantes na norma OECD n° 203 (OECD, 1992), mas
com as seguintes alteracdes: os peixes foram expostos de forma individual em garrafas
de plastico (Fig.3) previamente utilizadas para consumo de agua, que foram
devidamente lavadas com agua desionizada e posteriormente cheias até 200 ml com

agua desclorinada e com aerificagdo continua.

Foram utilizados 8 peixes para cada concentracdo (baixa, média e alta), incluindo os
grupos controlo, em que 5 foram utilizados para as determina¢des enzimaticas e 3 para
as determinacdes histopatoldgicas. A solucdo mée de piritionato de zinco foi preparada
com agua desionizada tendo uma concentragdo de 1mg/I.

As concentracOes testadas foram de 40, 80 e 160 pg/l, incluindo um controlo em que 0s
animais ndo estavam expostos ao composto em estudo. Durante o tempo de ensaio (96h)
ndo foi fornecido nenhum alimento aos animais. O ensaio decorreu com arejamento
continuo, fotoperiodo controlado (16hD8hN) e uma temperatura de 20+1°C. Cada peixe

foi exposto individualmente num volume de 200 ml de meio.

Realizou-se uma observacdo as 0, 24, 48 e 72 horas para verificar a existéncia de
alguma alteracéo nos animais em estudo, tendo o meio sido mudado as 48 horas. Todo o
ensaio ocorreu na obscuridade para evitar a fotodegradacdo do piritionato de zinco,
tendo sido diariamente retirados do aquario peixes que apresentassem alguma patologia
aparente, ferimento ou que estivessem mortos. A taxa de mortalidade foi inferior a 10%
no grupo controlo (OCDE, 1984, 1992, 2000).
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Fig.3. Esquema utilizado para a exposi¢do da Gambusia holbrooki ao

piritionato de zinco

V.3. Determinac6es enzimaticas

Findo o periodo de exposicdo, os animais foram sacrificados por decapitacdo em gelo
com tampéo fosfato. Posteriormente procedeu-se a remogéo dos 6rgéos (figado, cabeca
e muasculo) que foram homogeneizados com homogeneizador rotativo, em tampéo
fosfato 50 mM; pH=7 com 0,1% de Triton X-100 e colocados em tubos de eppendorf.
Os tecidos homogeneizados foram centrifugados a 150009 durante 10 minutos a uma
temperatura de 4°C (Nunes et al., 2008). As amostras foram devidamente rotuladas e

congeladas a -80°C.

V.3.1. GSTs, Catalase e TBARS

A atividade das isoenzimas GSTs pode ser determinada espectrofotometricamente a um
comprimento de onda de 340 nm por um método adaptado a microplaca, pois as
isoenzimas GSTs catalisam a conjugagdo do substrato cromogénico CDNB (1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno) com a glutationa na sua forma reduzida (GSH) formando um

tioéter, sendo este 0 composto sujeito a uma monitorizacdo. Os resultados obtidos séo

22



Efeitos tdxicos subletais de piritionato de zinco em parametros toxicolégicos de Gambusia holbrooki

expressos em nanomoles do tioéter produzido por minuto, por miligrama de proteina
(Habig et al., 1974).

A catalase € uma enzima que apresenta uma dupla funcionalidade, pois esta é
responsavel pela decomposicdo de H,O, e pela oxidacdo de dadores de hidrogénio
(metanol, &cido férmico e fendis) com atividade peroxidica, ou seja com consumo de
perdxido (Aebi, 1984).

O principio do método utilizado para determinacdo da atividade da catalase consiste na
monitorizacdo da decomposicdo de H,O, a 240 nm, em que a diferenca em absorvancia

(A 240) por unidade de tempo ¢ uma medida da atividade da enzima (Aebi, 1984).

Para analise da extensdo da peroxidacao lipidica, quantificou-se o teor de MDA através
da medicdo da absorvancia a 535 nm referente ao produto corado que resulta da reagédo
gue ocorre entre 0 malonildialdeido (MDA) e o 2-acido tiobarbiturico (TBA) (Buege e
Aust, 1978).

V.3.2. Acetilcolinesterase

Uma das funcbes da AChE é catalisar a hidrolise da acetilcolina (principal
neurotransmissor nos sistemas sensoriais e neuromusculares na maioria dos animais
(Xuereb et al., 2009)), em acido acético e colina (Garcia et al., 2000; Nunes et al., 2003;
Leticia e Gerardo, 2008), este ultimo produto complexa com o DTNB
(ditiobisnitrobenzoato), dando origem a um composto corado de coloracdo amarela, cuja
formacdo pode ser determinada a 412 nm. Este processo ira ser responsavel por um

aumento da intensidade da coloragéo e da absorvancia (Ellman et al., 1961).

V.3.3. Quantificacdo da proteina total

O método de Bradford (1976) foi o utilizado para a quantificacdo das proteinas sollveis
totais nas amostras em estudo, utilizando a y-globulina como padréo, de forma a
expressar a atividade enzimatica em funcdo do conteudo proteico das amostras. Nesta

reacao o que acontece € uma ligacdo de um corante (reagente de Bradford) a proteina
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soltvel total, dando origem a um complexo corado e estavel de forma a ser quantificado
a 595 nm.

V.4. Determinacao histopatoldgica

Os 3 peixes utilizados para andlise histopatolégica foram mergulhados inteiros em
solucdo de Bouin durante 24 horas para que ocorresse a fixagdo quimica.
Posteriormente, sofreram um processo de descalcificacdo e desidratacdo através de
solucdes de alcool tendo estas graduacOes crescentes (70%, 80%, 90% e 100%), foram
incluidos em parafina a uma temperatura entre 0s 56 e 58°C e seccionados (5-7um) num
microtomo manual rotativo no plano lateral. Seguidamente corou-se as sec¢des com
hematoxilina-eosina montou-se em DPX e foram avaliados por microscopia oOtica
convencional (Olympus,CX41). As branquias foram avaliadas a 100 e 200X, e o figado
a 100 e 400X.

O método utilizado para avaliagdo qualitativamente e semi-quantitativamente das
alteracdes histopatoldgicas foi o de Bernet et al. 1999. As alteragdes foram classificadas
em seis categorias principais (distdrbios circulatérios, proliferativos, degenerativos,
inflamatdrios, estruturais e citoplasmaticos). No calculo do indice patolégico foi
atribuido um grau de severidade as alteragdes (1 a 6) com base na % da area afetada.
Também foram atribuidos fatores de importancia (1 a 3) a cada alteragdo como medida
avaliativa do grau de impacto sobre o peixe. O indice branquial e hepatico resultou no
somatorio: Indice Patologico = ¥ fator de importancia x grau de impacto (Bernet et al.,
1999).

V.5. Andlise estatistica

Cumpridos os pressupostos da distribuicdo normal dos dados e homogeneidade de
variancias, nalguns casos por logaritmizacdo, 0s resultados obtidos das analises
enzimaticas foram analisados através de uma analise de variancia unifatorial (One-Way
Anova), seguida, quando necessario (P<0,05), de um teste de Dunnett para assim se
verificar a ocorréncia de diferencas significativas dos grupos expostos em relacdo ao

tratamento controlo. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Os dados sdo
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apresentados com media e respetivo erro padrdo. As analises foram realizadas com

recurso ao Sigmaplot 11.

V1. Resultados

VI1.1. Determinac@es enzimaticas

VI1.1.1. Acetilcolinesterase

A atividade da acetilcolinesterase ndo sofreu alteracdo apds exposicdo as concentraces
selecionadas (F= 0,65; g.l. = 3;16; p= 0,589).
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Fig.4. Efeito do piritionato de zinco na atividade da enzima AChE na cabeca total de G. holbrooki. As

barras correspondem a média de 5 animais, incluindo as respetivas barras do erro padrao
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VI1.1.2. GSTs

Ap0s a observacdo da Fig. 5 podemos verificar que ocorreu efeito do piritionato de
zinco na atividade da enzima GST no figado, pois na concentracdo de 80 g/l obteve-se
um resultado significativamente diferente comparativamente com o controlo, com um
acentuado aumento da atividade das GSTs (One-Way ANOVA: F=4,44; g.l.= 3;14; p=
0,022).

= 4,0E+08
=
=, 2 T
Z :
E = 3.0E+08 - l
=
? £ 20E+08 -
Z E £
- E T
£  1.0E+08 1 F
0,0E+0.0
Controlo 40 80 160

Piritionato de zinco (ng/1)
Fig.5. Efeito do piritionato de zinco na atividade das isoenzimas GSTs no figado de G. holbrooki. As

barras correspondem a média de 5 animais, incluindo as respetivas barras do erro padrao. * - diferencas

significativas em relagdo ao controlo, p<0,05
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VI1.1.3. Catalase

Com a observacao do grafico apresentado (Fig. 6) constata-se que a catalase ndo sofreu
qualquer alteracdo significativa na sua atividade apds exposicdo as concentragdes
testadas (40, 80 e 160 pg/l), embora tenha havido um aumento da sua atividade
comparada com o controlo, mas sem significado estatistico (OneWay ANOVA: F =
1,90; g.l. = 3;16; p=0,17).
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Fig.6. Efeito do piritionato de zinco na atividade da enzima Catalase no figado de G. holbrooki. As barras

correspondem a média de 5 animais, incluindo as respetivas barras do erro padrdo
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VI1.1.4. TBARS

Neste ensaio ndo ocorreu qualquer tipo de alteracdo significativa da concentracéo
TBARS nos diferentes grupos experimentais (One-Way ANOVA: F = 0,36; g.l. = 5;12;
p =0,86).
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Fig.7. Efeito do piritionato de zinco na concentracdo de TBARS no musculo de G. holbrooki. As barras

correspondem a média de 5 animais, incluindo as respetivas barras do erro padrdo
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V1.2. Anélise histopatologica

A Gambusia holbrooki sofreu uma exposicdo aguda a diferentes concentragdes de
piritionato de zinco, verificando-se a ocorréncia de alteragdes histopatologicas, tais
como fusdo das lamelas secundarias (Fig.8B), levantamento epitelial (Fig.8C) e
hipertrofia e fusdo lamelar (Fig.8D).

Fig.8. Imagem da histologia branquial de G. holbrooki. A- grupo controlo com sinais de aneurismas (setas)

e hiperplasia (circulo); B- fusdo das lamelas secundarias (circulo) (40 pg/l); C- levantamento epitelial
branquial (seta) (80 pg/l); D- hipertrofia e fusdo lamelar (circulo) (160 pg/l)
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A morfologia estrutural do tecido hepéatico nos animais do grupo controlo encontra-se
com sinais de vacuolizacdo (Fig.9A) e alargamento de sinusoides (Fig.9A). Quando os
animais foram expostos as diversas concentracdes testadas de piritionato de zinco, a
vacuolizagdo e o alargamento dos sinusoides mantiveram-se, tendo sido detetados
alguns nuacleos picnéticos (Fig.9B), necrose tecidular (Fig.9C), congestionamento
sanguineo e sinais inflamatorios (Fig.9D).

Fig.9. Imagem da histologia do figado de G. holbrooki. A- grupo controlo com sinais de vacuolizacéo

(setas); B- presenga de nucleos picndticos e alargamento de sinusdides (setas) (80 pg/l); C- sinais de
necrose (80 pg/l); D- sinais inflamatdrios (40 pg/l)
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V1.3. Determinacéo histopatologica

Ndo se obteve nenhum resultado significativamente diferente ao nivel do indice
patologico nas branquias nos diferentes grupos experimentais (One-Way ANOVA: F=
1,95; g.1.= 3,8; p=0,201) (Fig. 10).
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Fig.10. indice patologico das branquias. As barras correspondem & média de 3 animais, incluindo as

respetivas barras do erro padréo

Também o indice patoldgico no figado ndo evidenciou alteracdes significativas entre

grupos experimentais (One-Way Anova: F=0,74; g.1.= 3,8; p= 0,553) (Fig. 11).
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Fig.11. Indice patoldgico do figado. As barras correspondem & média de 3 animais, incluindo as

respetivas barras do erro padrao
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VII. Discussao

VI1.1. Neurotoxicidade

A AChE tem como principal funcdo fisioldgica a regulacdo da transmissdo nervosa
(Xuereb et al., 2009; Gongalves et al., 2010), catalisando a hidrdlise da acetilcolina
(principal neurotransmissor nos sistemas sensoriais e neuromusculares na maioria dos
animais) na fenda sinaptica (Xuereb et al., 2009), em acido acético e colina (Garcia et
al., 2000; Leticia e Gerardo, 2008). Os resultados obtidos demonstram néo ter havido

qualquer inibicdo da atividade da acetilcolinesterase nas concentragdes testadas.

VI11.2. Stress oxidativo

As GSTs correspondem a um conjunto de isoenzimas, com um papel muito importante
no que diz respeito a eliminacdo de compostos eletrofilicos, pois quando estes
compostos sdo conjugados com o tripéptido glutationa a sua eliminagdo encontra-se
facilitada por aumento da hidrossolubilidade (Gulick e Fahl, 1995; Armstrong, 1997;
Halliwell e Gutteridge, 1999). Estas enzimas participam na biotransformacdo de
multiplos compostos, incluindo poluentes, farmacos ou substancias enddgenas, por
intermédio das reacGes de conjugacdo ou de fase Il (Halliwell e Gutteridge, 1991).
Possuem na sua constituicdo proteinas diméricas sollveis e multifuncionais que tém a
capacidade de se conjugar com moléculas eletrofilicas, tornando-as menos toxicas
(Habig et al., 1974). Segundo os estudos de Hayes et al. (1999, 2005), as GSTs
pertencem a um grupo de enzimas consideradas como parte integrante de um
mecanismo de defesa dinamico e interativo que protege 0s organismos expostos a
quimicos citotoxicos e eletrofilicos, servindo como transportador para remover todos 0s
conjugados de glutationa (Hayes et al., 1999, 2005). Uma interpretacdo relativa ao
aumento da atividade deste biomarcador observado no presente estudo prende-se com o
seu papel como facilitador na excrecdo de compostos electrofilicos (Gulick e Fahl,
1995; Armstrong, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999). Nas duas primeiras
concentracdes, a atividade deste biomarcador teve tendéncia a aumentar, sendo que na
concentracdo de 80 pg/l se constatou uma alteragéo significativamente diferente em
relacdo ao controlo, sem uma associacdo evidente entre dose-efeito. Logo, é possivel
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sugerir que nos organismos expostos ao piritionato de zinco podera ter-se iniciado um
processo de destoxificagdo do mesmo por via da conjugagdo com glutationa, pelo que é
possivel que esta enzima tenha sofrido inducdo que resultou num aumento da sua
atividade, com consequente aumento da eficAcia do processo de conjugacdo com

glutationa (Oyama et al., 2012).

Apesar do zinco ser genericamente um composto com propriedades antioxidantes
(Franco et al., 2009), o piritionato de zinco, em concentragcdes baixas, evidenciou um
comportamento contrario (Oyama et al., 2012). Assim, é de supor que o aumento da
atividade das GSTs possa, no presente caso, dever-se a necessidade de contrariar o
stress oxidativo causado pelo piritionato de zinco. Embora os resultados aqui obtidos
ndo sejam totalmente indicativos da ocorréncia de stress oxidativo, tal facto ndo é de
descartar. O estudo conduzido por Rudolf e Cervinka (2011) demonstrou que o
piritionato de zinco tem uma capacidade de induzir stress oxidativo em fibroblastos da
pele humana, e a probabilidade de tal ocorrer aumenta para concentracbes mais altas.
No entanto, na concentracdo de 160 pg/l a atividade enzimética teve tendéncia a
diminuir, e voltar aos niveis reportados para o tratamento controlo; tal facto pode ser
explicado, como uma consequéncia da inativacdo direta das enzimas GSTs pelas
especies reativas de oxigénio formadas apos o metabolismo dos compostos poluentes
(Martinez-Lara et al., 1996) podendo a mesma situacao ser reportada para o piritionato

de zinco.

A catalase é uma enzima que atua no sentido de dismutar o peroxido de hidrogénio em
agua e oxigenio, para assim o eliminar (Nelson e Cox, 2005). No presente estudo néo se
obtiveram alteracdes significativas relativamente a atividade da enzima catalase, o que
indicia que ndo houve incremento deste mecanismo de defesa em particular, ou que a
producgédo de H,O, ndo foi favorecida pela exposi¢do ao piritionato de zinco. Embora
ndo se tenham obtido diferencas significativas relativamente ao tratamento controlo, a
atividade da catalase nas duas primeiras concentracdes teve tendéncia a aumentar. O
aumento da concentragdo de piritionato de zinco pode conduzir a um aumento da
citotoxicidade do H,0, (Oyama et al., 2012); tal facto configura um indicativo de stress
oxidativo sugerido pelos resultados obtidos pela GSTs, com o envolvimento da enzima

catalase no sentido de o controlar.

33



Efeitos tdxicos subletais de piritionato de zinco em parametros toxicolégicos de Gambusia holbrooki

Um dos efeitos deletérios decorrentes de quadros de stress oxidativo € a peroxidacao
lipidica, que ocorre por intermédio dos ROS na presenca de lipidos insaturados
membranares (Lima e Abdalla, 2001), em que como produto final se obtém
malonildialdeido (MDA). Este é o produto quantificado para avaliacdo da extensdao da
peroxidacdo lipidica (Tarladgis et al., 1960; Buege e Aust, 1978; Shahidi e Hong, 1991;
Papastergiadis et al., 2012) no ensaio dos TBARS. Nas trés concentracGes testadas nao
se obteve qualquer alteracdo significativa dos niveis de TBARS relativamente ao
controlo. Tal facto estd em linha com os resultados obtidos para o biomarcador catalase,
que indicam ndo ter havido nenhum cenério evidente de stress oxidativo. Assim, €
pouco provavel que tenha ocorrido peroxidacao lipidica, ndo havendo formacao de uma
quantidade suficiente de MDA para sustentar diferencas relativamente aos organismos

controlo.

VI1.3. AlteracGes histopatoldgicas

As branquias e o figado sdo responsaveis por funcdes vitais nos organismos vivos, Visto
serem responsaveis pela respiracdo, osmorregulacdo, excrecdo e acumulacdo ou
biotransformacdo de compostos poluentes nos peixes (Campagna et al., 2007; Carrola et
al., 2009). Ao utilizar biomarcadores histopatoldgicos, mais facilmente se procede a
uma monitorizacdo do meio ambiente (Camargo e Martinez, 2007), pois as alteracfes
histoldgicas aparecem como uma resposta aos efeitos sub-letais dos xenobioticos aos
guais 0s organismos estdo expostos, tornando-se num método rapido para a sua
quantificacdo (Bernet et al., 1999). A avaliacdo histopatol6gica nos peixes apresenta
algumas desvantagens, pois existe normalmente uma falta de especificidade das lesdes e
das alteracGes provocadas pelos compostos poluentes. Outra dificuldade apresentada € a
terminologia e a identificagdo das lesdes nos tecidos dos peixes, visto estes serem
menos estudados que a espécie humana (Costa et al., 2009). Existe contudo a
possibilidade de usar escalas de valores para lesdes especificas de acordo com o
impacto do composto poluente no peixe exposto conseguindo desta forma efetuar uma
abordagem semi-quantitativa (Costa et al., 2009). A avaliagdo histopatologica € um
biomarcador crucial em termos de exposi¢édo e efeito, e tal facto foi demostrado por
Cengiz e Unlii (2003) pela avaliagdo histopatoldgica do dano causado pelo malatido no

tecido branquial da Gambusia affinis.
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A analise qualitativa das alteracdes histopatoldgicas permitiu verificar que o0s
organismos expostos ao piritionato de zinco sofriam alteragdes tais como levantamento
epitelial, fusdo das lamelas secundarias, edemas e hiperplasias. Embora estas alteracdes
ndo sejam especificas e possam ser induzidas por diversos contaminantes (Mallat et al.,
1985), sdo descritas como um mecanismo de protecdo ou defesa, pois havera uma
diminuicdo da area de superficie das branquias, havendo entdo uma reducdo do contacto

com o agente poluente (Richmonds e Dotta, 1989).

Os resultados obtidos no nosso estudo também foram verificados por Coutinho e
Gokhle (2000), num estudo efetuado em branquias de carpas (Cyprinus carpio) e
tipalias (Oreochronis mykiss) que foram expostas ao efluente de uma estacdo de
tratamento de &guas residuais; Camargo e Martinez (2007), também obtiveram
levantamentos epiteliais em branquias de peixes expostos a metais e a contaminantes
organicos. Outro estudo em que se verificou fusédo lamelar, edema e levantamento de
camadas epiteliais foi o de Alvarez-Mufioz et al. (2009), pela exposi¢do das branquias

de Solea senegalensis, a um tensioativo anionico.

Relativamente ao indice patolégico nas branquias (analise semi-quantitativa) ndo se
obteve nenhum resultado significativamente diferente entre os diferentes grupos

experimentais.

O figado € o 6rgdo mais importante no processo de destoxificacao, e tal facto deve-se a
sua posicdo interposta na circulagdo porta-hepatica, sendo como tal dos 6rgdos mais
afetados pelos contaminantes que estejam presentes na agua (Camargo e Martinez,
2007). Assim, o tecido hepatico pode ser utilizado como biomarcador histopatologico
(Lang et al., 2006). Diversos estudos verificaram alterac6es histologicas no figado em
peixes, apOs exposicdo a compostos poluentes. Olurin et al. 2006 demonstrou que o
tecido hepético do peixe africano Clarias gariepinus ap6s exposicdo a um herbicida
(glifosato) sofreu alteragbes como o aumento do tamanho dos hepatdcitos, aumento do
tamanho do nucleo e nucleos picnéticos, aumento da densidade do tecido conjuntivo e
vacuolizagdo. Zha et al. (2007), ap0s ter exposto Gabiocypris rarus a compostos
octilfendlicos e etinilestradiol também verificou a existéncia de acumulag&o lipidica no

citoplasma, hipertrofia dos hepatocitos e um aumento do tamanho nuclear.
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Nos animais expostos ao piritionato de zinco, foram detetadas algumas alteragdes como
nacleos picnéticos, alargamento dos sinusoides, vacuolizacdo, necrose e sinais de
inflamacdo. No entanto, ndo se obteve nenhum resultado significativamente diferente na

determinacéo do indice patologico do figado entre grupos experimentais.

Importante sera de referir que 0s peixes controlo apresentaram um parénquima hepatico
com algumas alteracbes como vacuolizagdo e o tecido branquial com sinais de
aneurismas e hiperplasia este tipo de alteracdes podem dever-se ao facto de a Pateira de
Fermentelos (local de captura dos peixes) ser um local onde 0s peixes estdo expostos a
um namero consideravel de agentes poluentes, ndo sendo por vezes o tempo de
quarentena suficiente para que o animal fique apto para responder ao ensaio a efetuar,

influenciando assim os resultados obtidos.

VIII. Conclusao

Atualmente vivemos num momento de constante evolucdo da indUstria quimica e
farmacéutica, havendo cada vez mais 0 desenvolvimento de novos grupos de agentes
biocidas com uma vasta multiplicidade de a¢des, sendo assim utilizados em diversas
areas, incluindo embarcagBes comerciais e de recreio, plataformas petroliferas,
tubulacBes submarinas, tanques destinados a aquicultura (Yebra et al., 2004), bem como
em champds para o tratamento da caspa e seborreia (Schwartz et al., 2011).
Inevitavelmente a utilizacdo destes compostos contribui para um aumento da sua
dispersdo pelo meio ambiente (Guardiola et al., 2012), com aumento do numero de

organismos ndo-alvo expostos, e da duracéo e frequéncia dessa mesma exposicao.

Assim, é de esperar que os efeitos ecotoxicoldgicos se tornem mais pronunciados,
tornando-se necessario efetuar ensaios de toxicidade realizados em ambiente
laboratorial com organismos aquéticos, para assim se proceder a uma avaliacdo de

possiveis danos ambientais (Fent et al., 2006).

Pela avaliacdo histoldgica conclui-se que as branquias e o figado sdo bons
biomarcadores para serem utilizados na avaliacdo das alteracdes ao nivel tecidular em

peixes expostos ao piritionato de zinco, pois alteragfes histopatolégicas foram
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evidenciadas nas branquias e no figado dos organismos expostos. Geralmente, as
branquias e o figado sdo os 6rgdos mais utilizados como marcadores primarios para a
avaliacdo da poluicdo aquatica, pois as branquias apresentam uma grande area de
contacto com a agua, notando-se obviamente um evidente contacto direto com o
composto poluente (Wood e Soivio, 1991; Bernet et al., 1999), e o figado é o 6rgéo
responsavel pela metabolizacdo e excrecdo dos xenobidticos (Camargo e Martinez,
2007).

Relativamente a avaliacdo enzimatica, so a atividade das GSTs nos indicou a ocorréncia
de alguma alteracdo de caracter oxidativo provocado pelo piritionato de zinco visto que,
para 0s outros parametros utilizados ndo se obtiveram resultados significativamente

diferentes relativamente aos animais controlo.

No entanto, € necessario ter em conta que a utilizacdo de um ensaio agudo ndo € o ideal
para a obtengdo de resultados precisos sobre os efeitos de contaminantes nas espécies
em estudo. As exposicOes cronicas sao mais representativas do tempo de exposicao dos
peixes aos compostos poluentes em situacdes reais. Assim, sera mais provavel que no

habitat natural ocorram exposic¢des cronicas a compostos poluentes (Nunes et al., 2008).
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