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Resumo

A presenca de compostos com capacidade neuroactiva nos ambientes aquaticos tem sido
uma das principais preocupacOes dos ecotoxicologistas que avaliam os potenciais efeitos de
farmacos nos organismos aquaticos. As alteracdes fisioldgicas decorrentes da presenca de
residuos de medicamentos de utilizagdo humana nos diversos compartimentos ambientais sdo
hoje em dia tema de pesquisa, em face das alteragdes eventualmente causadas nos organismos
ndo alvo. Os dados existentes actualmente, recolhidos em estudos de monitorizagdo destes
agentes em compartimentos aquaticos e que visam avaliar o seu impacto, demonstram a
presenca sistematica de compostos deste tipo nas mais variadas matrizes; no entanto, existe
uma manifesta falta de dados cientificos que demonstrem, ou ndo, que estes compostos podem
ser potencialmente nocivos do ponto de vista ambiental. O composto sobre o qual incidiu o
presente estudo, o diazepam, é um composto de utilizacdo como anticonvulsivante,
tranquilizante e relaxante muscular, e existem ja evidéncias que decorrem de estudos ja
publicados, de que pode estar envolvido em cenarios de stress oxidativo. Sendo um composto
que actua sobre uma via de comunicagdo fisiologica altamente conservada (inibicdo da
neurotransmissdo por aumento da condutancia ao cloreto ao nivel das células neuronais), este
composto pode potencialmente comprometer um vasto leque de func¢des neuronais em muitas
espécies. Assim, e visto actuar directamente ao nivel do sistema nervoso central dos
organismos, foi 0 nosso objectivo estudar alteragdes enzimaticas e histologicas na espécie
Gambusia holbrooki, apds exposicGes agudas (96 horas) a diversas concentracBes deste
agente (0,0025; 0,005; 0,02; 0,02; 0,04ug/l). Os efeitos decorrentes da exposi¢ao ao referido
composto foram avaliados ao nivel da actividade enzimatica (catalase e glutationa S-
transferases) e de alteragcdes histoldgicas observadas no figado e branquias dos organismos
expostos.

O diazepam causou evidentemente alteragdes regressivas histoldgicas nas branquias e
no figado dos animais expostos as trés concentracGes mais altas. A actividade da catalase
mostrou tambeém estar aumentada, indicando stress oxidativo. Ja o0 caso da glutationa S-
transferase demonstrou ndo ser um biomarcador viavel para a avaliacdo do risco ambiental,

pelo menos em exposi¢des agudas.
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I. Introducéo

Em todo 0 mundo é usada diariamente uma quantidade massiva de medicamentos, quer de
uso veterinario, quer de uso humano, farmacos esses que de varias formas acabam dispersos
no meio ambiente. Assim, desde os anos 60 o Homem teve conhecimento dos potenciais
efeitos a longo prazo e o potencial risco para 0s ecossistemas aquaticos e terrestres que estes
compostos podem provocar e desde entdo tornaram-se num objecto de estudo dos
ecotoxicologistas (Fent et al., 2008).

Dentro dos compostos quimicos actualmente existentes e disponiveis, 0s agentes
terapéuticos sdo uma classe caracterizada por terem um uso e uma actividade biol6gica
continua e indiscriminada. (Daughton e Ternes, 1999; Jones et al., 2002; Miao et tal., 2002). E
também conhecido, que alguns compostos farmacéuticos exibem resisténcia a degradagédo
metabdlica, o que resulta na sua presenca continua ap0s o uso terapéutico, e alguma lipofilia,
0 que resulta na sua presenca continua no ambiente apds o uso terapéutico. Os farmacos
podem ainda causar efeitos toxicos sinérgicos quando na presenca de outros compostos
(Cleuvers, 2003).

Estas caracteristicas intrinsecas dos farmacos sdo a principal razdo porque estes sdo
considerados potencialmente perigosos para a saude publica e para 0 ambiente. Nos ultimos
anos o conhecimento e a atencdo dos investigadores centrou-se nos temas relacionados com a
exposicao ambiental aos xenobidticos antropogénicos, assim como para a variedade de efeitos
que estes podem exercer nos sistemas bioldgicos. Outras das preocupagdes sdo as
consequéncias a longo prazo e as implica¢bes na populacdo humana no uso pouco racional
dos medicamentos (Nunes e tal., 2004).

A avaliacdo dos efeitos dos farmacos nos ecossistemas aquaticos é de elevada importancia
uma vez que € aqui onde se fazem normalmente as descargas dos poluentes ndo tratados. Um
largo numero de bioindicadores e organismo teste foram propostos no passado para fazer a
avaliacdo da ecotoxicidade de compostos antropogénicos em ambientes aquaticos (Nunes e
tal., 2004).

Os farmacos de uso humano entram nos sistemas aquaticos, apés a ingestao pelos pacientes
e subsequente excrecdo na forma de compostos ndo metabolizados ou metabolitos, por varias
vias. A principal via de entrada de fArmacos e seus residuos no ambiente aquatico ocorre pelas
aguas residuais. Muitas vezes os farmacos e/ou seus metabolitos ndo estdo totalmente

degradados e podem ser susceptiveis de passar nas estacdes de tratamento sem serem
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degradados e posteriormente podem conseguir chegar aos rios, lagos, estuarios, aguas do

subsolo e por consequéncia a dgua para consumo humano (Fig.1).
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Fig 1. Distribuicdo de farmacos no ambiente e as suas principais transformacgdes (adaptado
a partir de Farré et al.2008)

O comportamento dos farmacos e seus metabolitos nos ambientes aquéaticos ndo é
totalmente conhecido. A fraca volatilidade dos farmacos indica que a distribuicdo pelo
ambiente ocorre primariamente pelo ciclo hidrolégico, assim como por dispersdo através da
cadeia alimentar. No tratamento de aguas residuais existem dois processos pelos quais a
eliminacdo de residuos é feita, nomeadamente a biodegradacdo e adsorcdo incluidas no
tratamento secundario. A adsorcdo depende das interacgdes hidrofébicas e electrostaticas dos

farmacos com as particulas e os microrganismos (Fent et al., 2006).

1.1 Efeitos ecotoxicoldgicos

Os farmacos sdo desenhados e sintetizados para interagirem com determinados
mecanismos moleculares e metabolicos nos humanos e animais, mas por vezes demonstram
efeitos secundarios. Quando estes farmacos séo introduzidos no ambiente podem produzir
efeitos semelhantes aos que sdo provocados nos humanos mas neste caso em animais que

possam ter mecanismos de metabolizacdo semelhantes ou 6érgdos e tecidos-alvo similares;
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outras vezes 0s mecanismos sdo diferentes ou até nem existem, o que implica que outras
formas de actuac@o possam ocorrer nesses animais (Fent et al., 2006).

E importante reconhecer que para muitos principios activos 0 mecanismo de acgio néo é
bem compreendido, e que muitas vezes um dado composto ndo actua de uma sé forma, o que
complica as andlises toxicoldgicas em animais inferiores. Assim sendo, as analises
toxicoldgicas devem ser desenhadas e direccionadas para um alvo especifico do farmaco,
mesmo em vertebrados inferiores e invertebrados, baseando-se em hipdteses de similaridade
de mecanismos de acg¢do. No entanto, os testes de toxicidade ndo séo efectuados desta forma,
pelo que sdo usados testes gerais e pre-estabelecidos de acordo com normas internacionais,
assim como organismos teste tradicionais, onde parametros como a mortalidade e outros
biomarcadores séo pesquisados (Fent et al., 2006).

Nem sempre a presenga de compostos xenobioticos num determinado ecossistema aquatico
indica por si s6 um efeito prejudicial. Devem ser estabelecidas conexdes entre niveis externos
de exposicdo e niveis internos de contaminacdo de tecidos, assim como efeitos adversos a
curto prazo. Muitos dos compostos organicos hidrofébicos e os seus metabolitos, que
contaminam os ecossistemas aquéticos, ndo foram ainda sequer identificados e o seu potencial
impacto na vida aquatica ndo foi ainda determinado (Oost et al., 2003).

Assim sendo, 0s testes ecotoxicoldgicos indicam meramente resultados de testes agudos in
vivo nos organismos de diferente nivel trofico ap6s um curto espaco de exposicao ao
composto, e muito raramente testes de longa exposicdo, os chamados testes cronicos e
subcronicos. Os dados recolhidos a partir das exposicGes sdo posteriormente usados na
avaliacdo do risco ecologico. Nos locais contaminados, todo 0 ambiente aquatico esta exposto
durante todo o ciclo de vida aos contaminantes. Os efeitos cronicos desta exposicdo Sao
menos conhecidos uma vez que sdo menos investigados, e por vezes os resultados dos testes
agudos sdo relacionados com o0s possiveis resultados dos testes cronicos. Dai que sdo
necessarios testes mais longos de forma a avaliar correctamente o risco ambiental que um

determinado composto apresenta (Fent et al., 2006).
1.2. Avaliagéo de risco ecoldgico ou ambiental
A avaliacdo de risco ambiental define-se como o procedimento no qual se usam

metodologias cientificas para identificar os possiveis efeitos adversos de um actual ou

provavel poluente ou composto com actividade antropogénica num determinado ecossistema.
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Esta avaliacdo vem cada vez mais a tornar-se importante, uma vez que o0s ecotoxicologistas e
0 publico em geral sabem que alguns produtos quimicos que ndo sdo toxicos para humanos
podem exercer efeitos deletérios em animais (Van Leeuwen et al., 1995).

O processo da avaliacdo de risco pode ser dividido em dois campos: a analise de risco
(orientada cientificamente) e a gestdo do risco (orientada politicamente). A analise do risco é
um processo que compreende varios procedimentos, de entre os quais se destacam; i)
identificacdo do perigo, ii) avaliacdo do efeito e da exposicao, iii) e no final a caracterizacao
do risco. A gestdo do risco esté relacionada com a tomada de medidas regulamentais para a
solucdo de um problema ambiental baseando-se para isso na avaliacdo do risco (Van Leeuwen
etal., 1995).

Os danos causados nas populacdes sdo por vezes dificeis de detectar em organismos
selvagens uma vez que muitos desses efeitos tendem a manifestar-se apds longos periodos de
tempo. Quando finalmente os efeitos se tornam claros, o processo destrutivo pode ja estar

num ponto onde ndo ha forma de reverter a situacdo e reduzir o risco (Oost et al., 2003).

"early" biomarker meolecular
signals

subcellular (organelle)
cellular

pollutant

exposure

systemic (organ)

organism
population

community

"later" effects ecosystem

Fig.2 Representacdo esquematica da ordem sequencial de envolvimento quando expostas a

um poluente dentro de um sistema biol6gico (adaptado a partir de Oost et al., 2003).

Cenarios como os demonstrados na imagem anterior (Fig.2) alertaram os investigadores a
estabelecerem sinais de alerta precoces, os chamados biomarcadores, que facilmente
demonstrem que estda a haver uma resposta bioldgica adversa em relacdo a toxinas

antropogeénicas veiculados por via ambiental (Bucheli e Fent, 1995).
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Efeitos em niveis superiores biologicos sdo sempre precedidos por alteracdes precoces nos
processos biologicos, permitindo o desenvolvimento de avisos antecipados na forma de
biomarcadores (Bayne et al., 1985).

Num contexto ambiental, a variada oferta de biomarcadores promete ser um indicador
sensivel que demonstra que o composto tOXico entrou no organismo, cOomecou a Ser
distribuido nos tecidos e estd a comecar a produzir efeitos tdxicos em alvos criticos
(McCarthy e Shugart, 1990).

1.3. Biomarcadores na monitorizacdo ambiental

Segundo a World Health Organization (1993) a definicdo de biomarcador é normalmente
usada num contexto geral onde inclui qualquer alteragdo que reproduza uma interacgdo entre
um sistema biol6gico e um potencial perigo, que pode ser quimico, fisico ou bioldgico (Oost
etal., 2003).

Um biomarcador é definido pela alteracdo numa resposta bioldgica (que pode ser uma
resposta molecular, celular, fisiolégica ou ainda uma alteracdo comportamental) que pode
estar relacionada com a exposicdo ou efeitos toxicos provocados por quimicos ambientais
(Peakall, 1994).

De acordo com a WHO (1993), os biomarcadores podem ser divididos em trés classes: a)
biomarcadores de exposicdo: abrange a deteccdo e a medicdo de uma substancia exdgena ou
um metabolito ou ainda um produto de uma interaccdo entre o0 agente xenobidtico e a
molécula ou célula alvo; b) biomarcadores de efeito: incluem alteragbes bioquimicas e
fisioldgicas ou de outro tipo nos tecidos celulares ou fluidos bioldgicos dos organismos que
possam ser associadas a problemas de salde, desde que essas alteragdes sejam mensuraveis;
c) biomarcadores de susceptibilidade: indicam uma habilidade inerente ou adquirida de um
organismo a responder ao desafio da exposi¢do a um xenobiotico especifico. Inclui factores
genéticos e transformacdes nos receptores que alteram a susceptibilidade de um organismo a
exposicao.

As respostas dos biomarcadores podem ser relativas a efeitos biolégicos ou bioquimicos
apo6s uma exposicdo a um determinado farmaco, o que faz deles ferramentas teoricamente
teis como indicadores de exposicdo e efeito. Os biomarcadores de exposi¢cdo podem ser

usados para confirmar e avaliar a exposicdo de individuos ou populacdes a uma substancia

10
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particular, fornecendo uma ligacdo entre exposicdo externa e dosagem aplicada no ensaio
(Fent et al., 2008).

Os biomarcadores de efeito podem ser usados para documentar alteracGes pré-clinicas ou
efeitos adversos na salde devido a exposicdes externas e absor¢do do composto. Os
biomarcadores de susceptibilidade ajudam a elucidar variacbes no grau de resposta
observados entre 0s varios organismos expostos aos toxicos (Oost et al., 2003).

Existem alguns critérios para que um biomarcador seja considerado adequado, tais como;
ter indices de sensibilidade em relacdo a biodisponibilidade de varios poluentes e as respostas
bioldgicas precoces, deve ter baixo custo, procedimentos simples, aplicabilidade em varias
condigdes de teste (Nunes et al., 2008).

A razdo pela qual os biomarcadores sdo cada vez mais utilizados como ferramentas em
analise ambiental é porque estes ddo informac&o sobre os efeitos bioldgicos dos poluentes em
vez de uma mera quantificacdo dos seus niveis ambientais. Os biomarcadores podem fornecer
uma visdo do potencial mecanismo do poluente que provoca efeitos nos organismos. Ao
avaliar multiplos biomarcadores consegue-se obter informacdes importantes do organismo
exposto e relativos ao stress sofrido. Uma situagdo de stress causada por poluentes
normalmente desencadeia uma cascata de respostas biologicas, onde cada uma dessas
respostas pode na teoria servir como biomarcador (McCarthy et al., 1991)

De forma a avaliar objectivamente o poder dos biomarcadores em peixes, Oost et al (2003)
propuseram seis critérios que compreendem as informacdes mais importantes que devem estar
disponiveis ou que devem ser estabelecidas para cada candidato a biomarcador: 1) o teste para
quantificar o biomarcador deve ser de confianca, relativamente barato e facil de executar; 2) a
resposta do biomarcador deve ser sensivel a exposi¢do aos poluentes e aos efeitos que estes
causam para que possam ser usados como um parametro precoce de aviso; 3) a base de dados
do marcador deve ser bem definida de forma a distinguir entre a variabilidade natural (ruido)
e o stress induzido pelos contaminantes (sinal); 4) o impacto dos factores que possam causar
confusdo na resposta do biomarcador deve estar bem estabelecido.5) o mecanismo subjacente
das relacbes entre o biomarcador e a exposicdo ao poluente (dose e tempo) deve ser
estabelecido; 6) a significancia toxicologica do biomarcador deve estar estabelecida (as
relacdes entre a sua resposta e o impacto no organismo a longo termo).

Fossi e Marsili (1997) sugerem e defendem que aos critérios atras expostos deve ser ainda

adicionado o facto de que o biomarcador devera ser preferencialmente ndo-invasivo ou nédo-

11



Avaliacao enzimatica e histologica dos efeitos decorrentes da exposicdo aguda ao diazepam em Gambusia
holbrooki.

destrutivo de forma a permitir e facilitar a monitorizacdo ambiental dos efeitos provocados em
espécies protegidas ou em perigo de extin¢do (Oost et al., 2003).

E possivel analisar o impacto dos toxicos xenobiGticos nos peixes com varios tipos de
biomarcadores de efeito e exposicdo (Oost et al., 2003): a) enzimas de biotransformacéo, sao
geralmente os biomarcadores de efeito mais sensiveis. Nos peixes a actividade destas enzimas
podem estar induzidas ou inibidas ap0s a exposicdo a determinados compostos; b) parametro
de stress oxidativo, a toxicidade do oxigénio define-se como efeitos prejudiciais derivados da
citotoxicidade das espécies reactivas de oxigénio, dos radicais livres, que podem provocar
inactivacdo enzimatica, danos no ADN, peroxidacdo lipidica; c) produtos da
biotransformacéo, aumento dos niveis dos produtos da biotransformacdo nos fluidos
corporais; d) proteinas resultantes do stress, metalotioneinas e resisténcia xenobiotica,
proteinas envolvidas na protec¢do e reparacdo celular contra o stress e condi¢Ges nocivas; €)
parametros hematologicos, hematdcrito, hemoglobina, proteinas e glicose, assim como niveis
de algumas hormonas especificas; f) parametros imunoldgicos, poderd ocorrer uma
diminuicdo da imunidade celular na presenca de determinados compostos; g) parametros
enddcrinos e reprodutivos, alteracbes na regulacdo hormonal; h) parametros
neuromusculares; i) parametros genotoxicos, alteraces na estrutura do ADN; j) parametros
fisiologicos e morfoldgicos, determinacdo dos efeitos adversos atraves da histopatologia, onde

se procuram lesdes, alteracdes ou formacéao de tumores nos tecidos dos peixes.

1.3.1. Stress Oxidativo

A atmosfera da Terra era originalmente redutora, sendo dominada por seres vivos como 0S
microrganismos anaerébios. A abundéncia de didxido de carbono, agua e energia solar
permitiu que as cianobactérias evoluissem e utilizassem a fotossintese como processo de
obtencdo de energia, resultando na produgdo de oxigénio molecular (Lesser, 2006). Este
composto passou assim a ser abundante e a libertar-se para a atmosfera.

Uma vez disponivel o oxigénio na atmosfera, outros organismos comecaram a ter
caminhos metabdlicos alternativos muito mais eficientes. A respiracdo aerdbia era mais
eficiente e dava mais rendimento energético, mas ao mesmo tempo era mais toxica ao nivel
celular. A forma molecular do oxigénio é pouco reactiva, mas no entanto pode converter-se

em espécies reactivas de oxigénio (ROS); estas entidades de existéncia fugaz sdo altamente
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reactivas e estdo constantemente a ser produzidas nas células como subproduto do
metabolismo aerdbio.

Existem outras fontes de ROS que podem afectar os organismos, e que decorrem da
exposicdo a radiagdo, luz UV, ou que se devem & producdo de perdxido de hidrogénio e
oxigénio reduzido pelos macréfagos e fagdcitos activados, ou a interac¢do de organismos com
poluentes. Desde sempre se pensou que as ROS apenas causavam danos celulares e doencas
consequentes, mas alguns investigadores comecam a reconhecer a importancia destas
moléculas na manutencdo da actividade celular, incluindo a sinalizagéo intra e intercelular
(Droge 2002, Hensley e Floyd, 2002)

Os organismos aerobios desenvolveram um sistema de defesa antioxidante complexo, que
une defesas moleculares e enzimaticas contra os perigos dos radicais de hidrogénio,
prevenindo a oxidacgéo e danos posteriores (Halliwell e Gutteridge, 1999). Os mecanismos de
defesa incluem inactivacdo de moléculas de peroxido e de compostos do ciclo redox, reac¢coes
metabdlicas onde se da a transformacédo de ROS em agua e oxigénio molecular.

O stress oxidativo é entdo uma perturbacdo no equilibrio entre oxidantes e antioxidantes
que pode conduzir a efeitos prejudiciais a nivel bioquimico e fisioldgico. Isto € uma condicéo
prejudicial onde h4 o aumento da producdo de radicais livres e/ou diminuicdo dos niveis de
antioxidantes que pode levar a potenciais danos celulares (Thannickal e Fanburg 2000).

Os indicadores do stress oxidativo incluem alteracBes na actividade das enzimas
antioxidantes, danos nas bases de ADN, produtos da oxidacdo proteica e produtos da
peroxidacdo lipidica (Thannickal e Fanburg 2000).

A actividade das enzimas metabolicas de fase | pode levar a um aumento da producéo de
ROS ou de intermediarios reactivos do ciclo redox. As enzimas antioxidantes facilitam a
remocao destes compostos intermediarios reactivos assim como a remocgao das ROS. A ac¢édo
do citocromo P450 da familia 1A (reac¢do de fase I) pode resultar na producdo de Oge- que
por sua vez pode ser metabolizado pela superdxido dismutase (SOD) em H,0,. Esta molécula
de perdxido de hidrogénio pode ser reduzida a H,O e O, pela catalase (CAT). Os radicais
hidroxilo (ibes OH) podem formar-se através do H,O, e O, por reac¢des com o0s ides
metalicos do ciclo redox, como por exemplo o ferro e o cobre. Este radical hidroxilo
altamente potente pode atacar tanto as proteinas como os lipidos, para formar os produtos
resultantes dos danos oxidativos. A glutationa peroxidase (GPx) pode reduzir os peroxidos

lipidicos aos seus respectivos alcoois e agua (Dinkova-Kostova e Talalay 2000).
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No seguinte esquema pode observar-se todas as reac¢des descritas no paragrafo anterior
(Fig.3.)

0.

HO-
'\ /02—_-_'_'_ Fe/Cu / 205 proteosome
\ H:0 + O ¢
D;Ir]} am * peptides
Q— CAT
Reductases, | H20; =
A el e

Q- < GPx [ GST

glu + cys GS — L oR + 5,0
NADP+ :
ccs NADP GR
\ / ) o
yglu-cys + gly G6PDH NADPH

Fig.3. Diagrama esquematico do stress oxidativo. As enzimas antioxidantes estdo
representadas em azul, outras enzimas em cinza e as moléculas oxidadas a vermelho (Almroth
2008).

Biomarcadores gue recorrem a enzimas biotransformadoras

A remocao dos xenobi6ticos e de algumas substancias produzidas pelas células é catalisada
por um conjunto de diferentes enzimas de fase | e de fase Il. As enzimas de fase | estéo
envolvidas na biotransformacéo de xenobidticos atravées da introdugdo de uma molécula polar
que faz com que os contaminantes lipdfilos tenham mais afinidade para a dgua, ou seja se
tornem mais hidréfilos. As enzimas de fase Il estdo envolvidas na conjugacdo de xenobi6ticos
metabolizados com moléculas enddgenas facilitando o processo de excre¢do. Um exemplo
das enzimas mais usadas na biomonitorizagéo dos peixes sdo a quantificacdo das actividades
da glutationa S-transferase (GST) e a UDP glucoronil transferase (UDTGT) (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

1.3.1.1 Glutationa S-transferase (GST)

A sua familia é composta por proteinas diméricas soluveis (Fig.4) e multifuncionais que se

podem conjugar com moléculas electrofilicas, de modo a torna-las menos tdxicas. Dentro
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destas enzimas as mais conhecidas sdo as GST M1 e GST T1. A glutationa S-transferase
contribui para a biotransformacéo de xenobidticos nas reaccdes de fase Il, conjugando estes
compostos com a glutationa reduzida de forma a facilitar a dissolucdo no meio intra e

extracelular, sendo assim mais fécil a sua eliminacdo (Halliwell e Gutteridge, 1999)

Fig.4 Estrutura da enzima GST (Halliwell e Gutteridge, 1999).

1.3.1.2. Catalase

A catalase € uma enzima intracelular que decompde o peroxido de hidrogénio segundo a
seguinte reac¢do quimica:
2 H202 —2 Hzo + 02

A catalase é uma enzima tetramérica (Fig.5) ou seja, € formada por quatro cadeias
polipeptidicas. Cada cadeia polipeptidica liga um grupo heme, semelhante ao que existe na
hemoglobina, possuindo entdo cada heme um ido de ferro. E este centro metalico que reage
com o peréxido de hidrogeénio (Nelson, 2005).

O peroxido de hidrogénio € um produto resultante do metabolismo celular nos organismos
que estdo expostos ao oxigénio atmosférico. Uma das fontes de perdxido de hidrogénio é a -
oxidacdo de acidos gordos, necessaria para a producdo de diversos metabolitos essenciais. A
hiperproducdo de perdxido de hidrogénio, sem a existéncia de mecanismos compensatorios
que o removem, esta relacionada com diversas patologias ligadas ao stress oxidativo.

Sendo toxico para as células, o peréxido de hidrogénio tem de ser rapidamente convertido
numa espécie quimica que seja inocua. A catalase tem o mais alto numero de turnover (Kea)
conhecido em enzimas: uma molécula de catalase pode catalisar a decomposi¢do de até 40

000 000 moléculas de perdxido de hidrogénio por segundo, tornando-a numa enzima
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importante para a desintoxicacdo desta substancia. Esta enzima encontra-se dentro de um

organelo celular denominado peroxissoma (Nelson, 2005).

Fig 5. Estrutura da enzima catalase.

1.3.2. Histopatologia

Hoje em dia assume-se que alteracfes estruturais observadas em diversos tecidos,
estruturas e orgdos sdo importantes como indicadores gerais de satde dos peixes, e um reflexo
dos efeitos da exposi¢do a varios poluentes antropogénicos. (Hinton et al., 1992).

Como em qualquer biomarcador, também na histologia as alteracbes agudas sao
encontradas quando os niveis de contaminantes sdo suficientemente altos, no entanto para se
determinar aspectos subletais é necessario que a contaminacao seja crénica. Muitas alteracdes
persistem mesmo ap0s a exposicdo ao composto téxico ter terminado, ou seja, sdo
irreversiveis (Hinton, 1994).

Normalmente nos estudos histopatoldgicos s@o estudados alguns tecidos em particular, os
quais sdo responsaveis pela absor¢cdo e metabolismo de xenobidticos, que sdo respectivamente
e no caso dos organismos aquaticos as branquias e o figado. Altera¢Ges do estado de saude de
cada individuo podem indicar a ocorréncia de consequéncias ecologicas e interferéncia com a
cadeia alimentar local, causada por niveis de contaminag¢do que nao causou a morte ao peixe a
curto prazo mas podem alterar parametros importantes (Fanta et al., 2001).

A investigacdo histologica dos 6rgdos do peixe, especialmente o figado, provou ser uma
ferramenta extraordinariamente sensivel para revelar os processos adaptativos e os efeitos

prejudiciais nos animais induzidos por poluentes organicos. Uma das principais razdes porque
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o figado do peixe é usado, é devido ao facto de ser um local onde ocorre a acumulacéo,
biotransformacdo e excrecdo de pesticidas (Cengiz et al., 2006). As branquias sdo usadas pois
s&o o primeiro local de contacto do xenobidtico e o organismo uma vez que a funcdo delas é

realizar as trocas gasosas entre o sangue e a agua (Cengiz et al., 2006).

1.4. Classes de farmacos no ambiente

De acordo com Santos et al., 2009, o caminho mais 6bvio para a contaminacdo ambiental
pelos farmacos é a através da excrecdo urinaria e fecal, embora possam ser considerados
outros mecanismos, nomeadamente: a) metabolismo pos-consumo; b) compostos de
diagndstico; c) descargas caseiras; d) descargas poluentes das industrias farmacéuticas.

Pelo mundo fora, existem diferencas no que diz respeito a prevaléncia de determinadas
doencas, processos de tratamento de residuos, habitos culturais e restricdes econdmicas
relacionadas com o mercado farmacéutico (Zucatto et al., 2006).

Contudo, parece que nas regides urbanas a maior fonte de contaminagdo se fica a dever a
proximidade dos hospitais e das estacfes de tratamento de &guas residuais. Adicionalmente, a
contribuicdo das regides rurais é importante, depois a agricultura, o tratamento dos animais e
a aquacultura representam formas de vida importantes e que devem ser consideradas
relevantes (Santos et al., 2009).

O consumo continuo de medicamentos, mesmo em doses sub-terapéuticas, representa uma
potencial ameaca a salde publica, embora deve ter-se em mente que ainda € impossivel
avaliar os efeitos de uma exposicao sobre a saude humana (Daughton e Ternes, 1999).

Por outro lado, muitos organismos ndo-alvo (que possuem mecanismos metabolicos,
receptores e biomoléculas semelhantes aos humanos e animais) estdo inadvertidamente
expostos a substancias activas libertadas no ambiente (Daughton e Ternes, 1999).

Recentes desenvolvimentos de metodologias sensiveis de identificacdo e quantificacdo de
medicamentos e seus residuos foram importantes para a elaboracédo de padrdes de distribuicao
em varias amostras ambientais, destacando assim as classes terapéuticas mais relevantes na
contaminacdo do meio ambiente (fig.6). Estes dados sdo Uteis para estabelecer quais as
substancias activas mais relevantes para que sejam determinados o0s seus efeitos
toxicoldgicos. De acordo com dados presentes, a comunidade cientifica tem direccionado a

sua atencdo para determinadas classes terapéuticas, tais como, anti-inflamatorios néo
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esferoides, hormonas sexuais, antibioticos e moléculas usadas no tratamento de dislipidémias
(Santos et al., 2009).

Veterinary products Oral mtld.labetlw
30, 3% Antlpsychotlcs

B2-Sympathomimetics Non-steroidal anti-
3% / inflammatory drugs
X-ray contrast media 16%
% Antiacih
3%
Antineoplasics

4%

Antlhypertenstves

Anubloucs

An(ldepressants

AnSlOlIUCS_/

Blood lipid lowering agents

Beta- bIockersJ J 12%
8%

Antleplleptlcs Sex "°""°"es
8% %

Fig.6. Classes terapéuticas encontradas no ambiente, expressas em percentagem relativa.
(adaptado de Santos et al., 2009)

1.4.1. Benzodiazepinas

Nos anos 60, a descoberta das benzodiazepinas permitiu fazer a distin¢do entre sedativos
hipnéticos e tranquilizantes. Os tranquilizantes exercem efeitos semelhantes aos sedativos e
distinguem-se deles por uma maior selectividade da ac¢do calmante, ansiolitica e correctora
da tensdo emocional, com menor capacidade de provocar sonoléncia (Osswald e Moura,
2006). As indicacOes terapéuticas das benzodiazepinas sdo tdo amplas que a sua utilizacdo
conseguiu sobrepor-se aos barbitdricos, uma vez que ao contrario destes, ndo tem accgdo
depressora do centro respiratorio, logo sdo mais seguras (Osswald e Moura, 2006). Estes tipos
de farmacos sdo usados em situacBes de ansiedade, insonias, convulsdes, epilepsia,

relaxamento muscular (Osswald e Moura, 2006).

H
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Fig.7 Estrutura quimica geral das benzodiazepinas.
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O mecanismo de accao deste grupo terapéutico ainda demonstra causar ddvidas, mas o
mais provavel € que actuem através de um aumento da actividade das sinapses em que 0
GABA (Acido gama-aminobutirico) é o neurotransmissor envolvido. No entanto estes
farmacos ndo tém afinidade para os receptores GABA, mas actuam pela facilitagdo da ligacao
do GABA aos seus receptores especificos, aumentando consequentemente a condutancia ao
ido cloreto, fazendo com que o interior da célula fiqgue mais negativo, e logo mais refractario
ao despoletar de um potencial de ac¢do (Osswald e Moura, 2006).

O GABA actua sobre dois tipos de receptores: os receptores GABAA (activados pelo
muscinol e bloqueados pela bicuculina) e os receptores GABAg (activados pelo baclofeno e
bloqueados pelo faclofeno). Os receptores das benzodiazepinas localizam-se na mesma
estrutura macromolecular onde se situa o receptor do tipo GABAA (Osswald e Moura, 2006).

O receptor GABA,, tal como o receptor nicotinico da acetilcolina, controla a abertura de
um canal iénico da membrana celular. Este canal dependente da activacio GABAAa é
selectivamente permedvel ao cloreto e tem a forma de um cilindro que atravéssa

perpendicularmente a membrana neuronial (Osswald e Moura, 2006).

GABA A receptor synaptic cleft

benzodiazapine
(BDZ) binding site

benzodiazapine
gamma
sub-unit

post-synaptic membrane

cytoplasm

Fig.8 Esquematizacdo do mecanismo de accao das benzodiazepinas (adaptado de

http://www.cnsforum.com/imagebank/item/drug_benzo/default.aspx)

A fixagdo do GABA provoca um aumento da permeabilidade do canal de cloro, o que
permite a passagem pela membrana desse anido a favor do gradiente de concentragdes. Em
regra a concentracdo de cloretos no espaco extracelular € superior a do meio intracelular e,

por isso, a activacdo do receptor GABAA produz um acréscimo de cargas negativas na face
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interna da membrana celular e consequente aumento da diferenca de potencial
transmembranar. A membrana hiperpolarizada possui um limiar de excitabilidade aumentado
e a actividade neuronal sofre diminuicdo. Por um mecanismo que ainda ndo é totalmente
conhecido, a activagdo dos receptores das benzodiazepinas pelos seus agonistas aumenta a
afinidade do GABA para o receptor GABAA (Osswald e Moura, 2006).

Quando devido ao stress diario ou por causas mais serias, determinadas areas do cérebro
funcionam exageradamente, pode resultar num estado de ansiedade, onde as benzodiazepinas
exercem um efeito contrério, isto é, inibem os mecanismos que estavam a funcionar em
excesso e a pessoa fica mais tranquila e menos reactiva aos estimulos externos (Osswald e
Moura, 2006).

A resposta maxima dos agonistas dos receptores das benzodiazepinas esta limitada pela
quantidade de GABA na biofase e pela intensidade maxima das acgdes desse composto
enddgeno. Esta condicdo explica a escassa toxicidade aguda destes farmacos, que mesmo
administrados em doses multiplas das terapéuticas, sdo desprovidos de ac¢do depressora do
SNC fatal (Osswald e Moura, 2006).

As benzodiazepinas sdo farmacos marcadamente lipossoluveis, e, por isso, atravessam
facilmente as barreiras bioldgicas. No entanto, h& diferencas acentuadas entre a
lipossolubilidade dos diferentes compostos deste grupo. Entre os mais lipossoluveis encontra-

se 0 diazepam (Osswald e Moura, 2006).

Diazepam
O diazepam é uma benzodiazepina, pois na sua estrutura apresenta um anel benzénico

unido a um diazepinico onde se podem encontrar as funcdes amida e hidrocarboneto (Fig.9).

HaC
o]

Fig.9 Estrutura quimica do diazepam.
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E usado como ansiolitico e anticonvulsivante. Em Portugal é uma das benzodiazepinas
mais populares sendo por isso uma das mais prescritas em neuroterapia e psicoterapia
(Osswald e Moura, 2006).

O diazepam foi seleccionado para este trabalho devido ao seu uso frequente na terapéutica
do dia-a-dia em humanos. Consequentemente, a sua presenca no compartimento aquatico tem
sido frequentemente determinada, tendo sido ja reportada em concentragdes até 0,04pug/l em
efluentes de um grande nimero de estacdes de tratamento de &guas residuais na Alemanha
(Ternes, 1998). A presenca de diazepam nas ETARs resulta exclusivamente do seu uso
humano (Nunes et al., 2005).

De acordo com, Van der Hoeven (2004), a percentagem méaxima de remocéo por parte das
ETARs de diazepam é de 93%.

1.5. Gambusia holbrooki

Gambusia holbrooki é uma espécie de peixe de agua doce que pertence a familia
Poeciliidae e que pode crescer até aos 3,5 cm de comprimento, € um peixe nativo das regides
costeiras Este dos Estados Unidos da América, mas tem sido massivamente introduzido em
locais com temperaturas mais altas e regides tropicais pelo mundo fora em programas de
controlo de mosquitos, no sentido de reduzir a transmisséo de patologias como a malaria. Esta
espécie foi posteriormente introduzida na Peninsula Ibérica em 1921 e invadiu as regides mais

baixas dos rios, lagoas costeiras (Cabral e Marques, 1999).

Fig.10 llustracdo de um animal pertencente a familia Poeciliidae (adaptado de

http://www.briancoad.com/species%20accounts/Poeciliidae.htm)

Sendo uma espécie invasora com grande capacidade de adaptacdo, as suas populacdes

cresceram exponencialmente pois adapta-se muito bem a ambientes extremamente hostis e
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condicgdes agrestes como temperaturas elevadas e agua pouco oxigenada (Cabral e Marques,
1999).

Este peixe viviparo € conhecido por consumir larvas de insectos, zooplankton e outros
invertebrados, mas também por ser uma ameaga para 0s peixes nativos dos locais onde foram
introduzidos. Ja foram reportados consequéncias perigosas da introducdo destes peixes em
varios locais uma vez que eles comem os ovos dos peixes economicamente relevantes e pdem
em risco a viabilidade de espécies enddgenas raras (Cabral e Marques 1999).

Esta espécie reproduz-se rapidamente, podendo reproduzir-se quatro vezes num ano. Os
ovos sdo fecundados no ventre materno e as suas crias nascem ndo completamente
desenvolvidas, mas ja com alguma autonomia, ja conseguindo alimentar-se, nadar e comer
larvas (Cabral e Marques 1999).

O uso de Gambusia holbrooki na ecotoxicologia deve-se as suas caracteristicas intrinsecas
assim como as caracteristicas adicionais relacionadas com a manutencao e experimentacéo no
laboratorio e a sua facilidade de adaptacéo a varias condigbes ambientais. E ainda importante
dizer que é um peixe com ampla distribuicdo em sistemas de dgua doce e em estuarios de
regides temperadas, incluindo rios portugueses e estuarios. Além da ampla distribuicdo
geogréfica, este peixe é caracterizado pela alta fecundidade e pode ser considerado um

consumidor secundario na cadeia alimentar aquatica. (Nunes et al., 2008)

I1. Objectivos do trabalho

O objectivo principal desta monografia foi avaliar os efeitos sub-letais de um farmaco de
utilizacdo generalizada, o diazepam, ao nivel histologico e na quantificacdo das actividades da
glutationa-S-transferases (GST) e da catalase presente nas branquias e figado, em peixes da
espécie Gambusia holbrooki, apos exposi¢do aguda (96h) a varias concentragdes do farmaco.

I11. Material e métodos

3.1. Captura

Os espécimes Gambusia holbroki foram capturados durante o més de Abril de 2010 na
Pateira de Fermentelos (40° 34’ 48" N, 8° 31’ 12” W), a maior lagoa natural da Peninsula Ibérica

que ocupa actualmente uma area de superficie e profundidade variaveis, de acordo com a
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estacdo do ano, que, no seu expoente méaximo, atinge mais de 5 km? e estes estendem-se,
maioritariamente, pelo concelho de Agueda, abrangendo também o concelho de Aveiro e
Oliveira do Bairro. Em termos hidrograficos, a lagoa esta compreendida na bacia hidrografica
do rio Cértima a qual, por sua vez, se insere na bacia hidrografica do rio Agueda e esta, na
bacia do rio Vouga (Laranjeira, 2008).

A lagoa € alimentada pelo rio Cértima (a montante), pela ribeira do Pano (a poente),
pontualmente por outras escorréncias, e por dgua subterranea (sistema aquifero Cretécico de

Aveiro), sendo o rio Certima o principal curso a condicionar a hidrologia (Laranjeira, 2008).

Fig.11 Imagem panoramica do local de captura

Os peixes foram capturados com a ajuda de redes de mao (camaroeiros), e imediatamente
transportados para o laboratério acondicionados em pequenas arcas aerificadas. Os animais
ficaram em quarentena durante algumas semanas em arcas térmicas com agua sem cloro, com
oxigenacdo continua e alimentacdo diaria. Foram feitas inspeccdes diarias aos tanques de

forma a retirar animais feridos, doentes ou mortos (Nunes et al., 2004).

3.2. Teste agudo (96 horas)

Os testes foram realizados de acordo com as normas internacionais para testes de
toxicidade agudos em peixes da OECD (OECD, 1993), com as seguintes modifica¢des: 0s
animais foram expostos individualmente em garrafas de plastico previamente lavadas com
agua desionizada e posteriormente cheias com 200 ml de dgua sem cloro, com oxigenacéo

continua (Fig.12). Foram usados 15 animais por cada concentracéo.
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Fig. 12 Esquema de montagem dos sistemas para exposi¢do ao toxico

A solucdo mée de diazepam foi preparada com agua desionizada. As concentracdes usadas
foram 0.04; 0.02; 0.01; 0.005; 0.0025 pg\l. As concentragdes usadas foram escolhidas tendo
em conta a concentracdo reportada por Ternes, 2008 num efluente alemé&o de 0,04ug/L, tendo
sido esta a concentragdo méxima usada no presente trabalho. Todas as restantes concentrages
sdo derivadas da atras descrita, sendo assim concentra¢des subletais e um controlo.

Durante o teste com duracdo de 96 horas ndo foi fornecido alimento aos animais. A
observacdo foi feita as 0, 24, 48, 72 e 96 horas de forma a observar todas as alteracdes, e 0

meio foi trocado as 48 horas.

3.3. Determinacdo das actividades enzimaticas: GSTs e catalase

Apos o periodo de exposicdo os animais foram sacrificados por decapitacdo, em gelo com
tampdo fosfato. Retiraram-se posteriormente as branquias e os figados que foram
homogeneizados em tampdo fosfato (50mM, pH=7) com 0,1% Triton X-100. Devido a
reduzida quantidade de material biolégico por peixe, foi necessario proceder a
homogeneizacdo de amostras compostas. Cada amostra homogeneizada foi constituida por 4
figados ou 4 branquias. Os tecidos homogeneizados foram centrifugados a 15000G durante 10
minutos a uma temperatura de 4°C (Nunes et al 2008).

A actividade das isoenzimas GSTs foram determinadas por espectrofotometria, de acordo
com Habig et al. (1974) adaptada a microplaca. Estas isoenzimas catalisam a conjugagdo do
substrato 1-cloro-2,4,dinitrobenzeno (DTNB) com a glutationa na sua forma reduzida (GSH),

formando um tioéter que pode ser monitorizado por um aumento da absorvancia a 340nm. Os
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resultados sdo expressos em nanomol de tioéter produzido por minuto, por miligrama de
proteina (Habig et al., 1974).

A catalase exerce dupla funcdo, decomposicdo de H,O, e oxidacdo de dadores de
hidrogénio com consumo de peroxido. A decomposi¢do enzimética do peroxido de hidrogénio
ocorre de acordo com uma reaccdo de primeira ordem, sendo a sua velocidade sempre
proporcional a quantidade de peroxido presente. No entanto as cinéticas da catalase ndo
obedecem a um padrdo normal. Por um lado, ndo é possivel saturar a enzima com o substrato
dentro das concentracBes possiveis (até 5M de H,0,) e por outro lado da-se uma rapida
inactivacdo da catalase para concentracGes de H,O, acima de 0,1 M, quando o complexo |
activo enzima-H,0, é convertido em complexos inactivos Il ou Ill. A actividade da catalase é
entdo determinada com um método que monitoriza a decomposicao de H,O, a 240 nm durante
30 segundos.

A quantidade de proteina das amostras foi determinada em quadruplicado de acordo com o
protocolo de Bradford (1976) usando y-globulina como padrdo, de forma a expressar a
actividade enzimatica tendo em conta o contetdo de proteina contida nos tecidos analisados.
Esta reac¢do envolve a ligacdo de um corante (reagente de Bradford) a proteina total, dando
origem a um complexo corado e estavel passivel de ser quantificado a 595nm.

3.4. Determinacao histopatologica

Dos 15 animais expostos a cada uma das concentragcdes, 12 foram usados para a
determinacdo enzimatica e 3 para determinacdes histopatoldgicas. Estes Gltimos ndo foram
sacrificados por decapitacdo, mas foi-lhes apenas cortado uma pequena porcdo da barbatana
caudal (Fig.13), para que a impregnacdo dos compostos quimicos usados nos pProcessos
posteriores seja mais eficaz, e ainda vivos, foram colocados em cassetes. As cassetes foram
rapidamente colocadas em reagente de Bouin, de modo a manter os 6rgdos e os varios tecidos
nas melhores condi¢es, pois inibe a autdlise tecidual e melhora a diferenciacdo dos tecidos.
Ao fim de 24 horas substituiu-se 0 Bouin por alcool a 70° para se desidratar os tecidos. O
passo seguinte é fazer a descalcificacdo das amostras: durante 24 horas sao retirados os sais de
calcio dos tecidos organicos sem que haja alteracdo das estruturas celulares, com uma solucéo

de &cido formico e citrato de sédio.
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Fig.13 Esquema de corte das amostras

Posteriormente fez-se a desidratacdo dos tecidos usando-se concentragfes crescentes de
alcool (de 70° até 100°) de forma a evitar a retrac¢do pronunciada dos tecidos que pudesse
causar lesdes estruturais da célula de forma irreversivel. A diafanizacdo foi o passo seguinte e
consistiu na impregnacdo dos tecidos com xilol. Este passo visou duas funcgdes: actuar como
agente clareador dos tecidos (tornando-os transllcidos) e facilitar o passo seguinte da
inclusdo. Uma vez que a parafina (utilizada durante a fase da inclusdo) ndo se mistura com o
alcool, o xilol vai substituir todo o alcool presente nos tecidos e assim a parafina consegue
penetrar facilmente nas amostras.

A incluséo ou infiltracdo foi o passo final do tratamento dos tecidos, e teve como
finalidade eliminar completamente o xilol contido no material e a total penetracdo da parafina
nos vazios deixados pela dgua e gordura antes existentes nos tecidos. De uma forma mais
grosseira, consiste num processo que consiste em rodear um tecido com uma substancia firme,
a parafina, de forma a ser possivel obter blocos com a consisténcia adequada para se proceder
a realizacdo de cortes bem finos na amostra para observacdo. Sdo usados quatro tipos de
parafina, com niveis de pureza progressivos para assegurar que todo o agente clareador é
substituido pela parafina.

Ap0s todos os processos descritos atras, as cassetes foram abertas e as amostras colocadas
em moldes metélicos (Fig.14) para se fazerem os blocos de parafina que foram cortados numa
fase seguinte em micr6tomo, em peliculas com um tamanho médio de 5 a 7um.

As peliculas cortadas foram usadas para fazer preparacdes definitivas coradas para

observacao ao microscopio.
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Fig.14 Moldes metalicos onde sdo colocadas as amostras e posteriormente cobertas com

parafina de forma a montar os moldes.

3.4.1. Avaliacao qualitativa e semi-qualitativa das alteraces histopatoldgicas

Para cada orgdo investigado, as respectivas alteracdes estruturais foram classificadas em
cinco reacgbes padrdo (disturbios da circulacdo, alteracbes regressivas, alteracBes
progressivas, inflamacao e tumores) de acordo com Bernet et al. (1999).

3.4.2. Avaliacao semi-quatitativa das alteracdes histopatologicas

A cada lesdo observada foi atribuido um factor de importancia a patologia (w, 1-3) e um
“score” (a, 0-6) que aferia a extensdo da lesdo. O indice patolégico para cada érgdo (Ig e I,
branquias e figado, respectivamente) resultou do somatério do factor de importancia a

multiplicar pelo “score” (Bernet et al., 1999).

3.5. Tratamento estatistico dos dados

Foram usados no minimo uma amostra de 15 animais por cada grupo de concentra¢des usadas
e no controlo. Na andlise estatistica foi usado um programa disponivel comercialmente
designado Sigma Plot ® v.11.0 (Systal Software. Inc)

A avaliacdo estatistica decorreu pela analise de variancia simples, seguida de um teste de
Dunnet para descriminar as diferencas significativas em relagdo aos tratamentos controlo. O

nivel de significancia adoptado foi p< 0,05.
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IV. Resultados

4.1 Histologia

As branquias dos peixes do tratamento controlo mostram uma boa preservagéo estrutural,
com excepcdo de alguns e um ligeiro levantamento epitelial. Globalmente pode-se afirmar
gue nos animais controlo, as lamelas secundarias estavam normalmente alinhadas com as
lamelas primarias, as células cloridricas e as células mucosas estavam bem visiveis nas bases
das lamelas secundarias (Fig.15 (A)).

Nos restantes peixes tratados com as Vvarias concentracbes de diazepam, 0s Orgaos
respiratorios desenvolveram alteracfes patoldgicas. A patologia mais recorrente foi o edema
difuso e o desprendimento do epitélio lamelar (levantamento epitelial) com a formacdo de
grandes espacos subepiteliais (Fig.15 (B)). Foram ainda observadas situacdes de hiperplasia
em alguns animais expostos a concentragfes mais altas (Fig.15 (C)), assim como alguns

aneurismas (Fig.15 (D)).
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Fig.15 Histopatologia das branquias de Gambusia holbrooki capturadas na Pateira de
Fermentelos. (A) Estrutura branquial normal (0,005ug/l); (B) Levantamento epitelial
(Controlo); (C) Hiperplasia do epitélio branquial (0,01pg/l); (D) Aneurisma (0,02ug/1).
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Foram detectadas diferencas significativas nas médias dos diferentes grupos para o indice
patolégico das branquias (IPB) (Analise de variancia Unifactorial; F5,12=16.686; P<0.001),
sendo que os animais expostos as trés concentragcBes mais elevadas, apresentam um valor
médio de IBF estatisticamente superior ao grupo controlo (teste de Dunnett, P <0,05) (Fig.
16).
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Fig.16 Valor médio (e respectivo erro padrdo) do indice patolégico calculado para as
branquias nos diferentes grupos. Os grupos marcados com um asterisco Sdo

significativamente diferentes do grupo controlo (Teste de Dunnett, P<0.05)

Nos animais do grupo controlo a morfologia estrutural do tecido hepatico encontrava-se
normal (Fig.17 (A)), evidenciando hepatdcitos com o citoplasma e nucleo com aspecto
normal.

Em animais expostos a concentracBes mais elevadas de diazepam, os danos no figado
tornam-se mais pronunciados e visiveis, como é o caso do alargamento dos capilares
sinusoides (Fig.17 (B)). Nas concentra¢des mais altas foram ainda encontradas duas amostras

onde se visualizam alguns ndcleos picndticos (Fig.17 (B)).
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Fig.17 Histopatologia do figado de Gambusia holbrooki capturadas na Pateira de

Fermentelos. (A) Estrutura celular hepatica normal (controlo); (B) Alteracdes nucleares —

nucleos picnéticos (0,02ug/l) (setas brancas), alargamento dos sinusdides (setas vermelhas).

Foram detectadas diferencas significativas nas médias dos diferentes grupos para o indice
patolégico do figado (IPF) (Analise de variancia Unifactorial; F5,11=9.083; P=0.001), sendo
que 0s animais expostos as trés concentracdes mais elevadas, apresentam um valor médio de

IF estatisticamente superior ao grupo controlo (teste de Dunnett, P <0,05) (Fig. 18).
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Fig.18 Valor médio (e respectivo erro padrdo) do indice patoldgico calculado para o figado
nos diferentes grupos. Os grupos marcados com um asterisco sdo significativamente

diferentes do grupo controlo (Teste de Dunnett, P<0.05)

4.2. Ensaio enzimético

ApoOs a observacgdo da Fig.19, podemos constatar que os valores da actividade da GST nas
branquias sdo levemente superiores comparando com o resultado do controlo, ainda que

apenas a actividade encontrada na concentragdo de 0,005ug/l seja considerada
significativamente diferente (F = 4,73x10%; g.| = 3,7; p<0,05,).
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Fig.19 Efeito da diazepam na actividade da enzima GST nas branquias de G. holbrooki. As
barras correspondem a média de 4 animais, mais as correspondentes barras de erro padrdo. *-

diferencas significativas, p<0,05.

Ja no caso do figado (Fig.20) verifica-se ndo haver uma tendéncia marcada quer de
aumento ou diminuicdo. Nao ha valores signifcativamente diferentes em relagdo ao controlo
(F=0,004856; g.l. = 5,10; p> 0,05).
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Fig.20 Efeito da diazepam na actividade da enzima GST no figado de G. holbrooki. As
barras correspondem a média de 4 animais, mais as correspondentes barras de erro padrdo. *-

diferencas significativas, p<0,05.
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No caso dos valores da actividade catalase no figado, podemos observar através da Fig.21
que ao longo das concentracdes usadas ha uma grande variabilidade dos dados recolhidos, que
no entanto, e comparando com o controlo observa-se que sdo por norma superiores tendo sido
encontradas diferencas significativas nas duas concentracGes mais altas de 0,02 e 0,04 g/l
(F=0,01; g.1.=5,12 p< 0,01)

Néo foi efectuada a medicéo da actividade da catalase em branquias uma vez que nao foi

possivel a sua quantificacdo dada a sua baixa actividade neste tecido.
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Fig.21. Efeito da diazepam na actividade da enzima catalase no figado de G. holbrooki. As
barras correspondem a média de 4 animais, mais as correspondentes barras de erro padrdo. *-

diferencas significativas, p<0,01.

V. Discussao

A exposicdo a contaminantes quimicos, no caso particular dos peixes é uma causa provavel
de inducdo de um numero elevado de lesbes em diferentes orgdos (Sindermann, 1979). As
alteracBes estruturais nos tecidos e 6rgdos aparecem normalmente a médio prazo como
resposta dos organismos a exposicdo aos agentes subletais presentes num determinado meio
(Johnson et al., 1993; McCain & Varanasi 1993). As branquias, o figado e a pele sdo o0s
Orgdos mais usados como marcadores primarios para a poluicdo aquatica: as branquias e a

pele tém uma grande area de contacto com a gua (e portanto com o potencial poluente), além
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do mais que ambos os oOrgdos tém células mucosas, sendo que o muco tem um papel
importante na resisténcia as doencas contra os patogénios e as substancias toxicas (Wood and
Soivio, 1991; Bernet et al., 1999). O figado tem um importante papel no metabolismo e a
subsequente excre¢do dos xenobidticos (Shephard, 1994).

Contudo, a auséncia de dados numéricos torna dificil o estabelecimento de relacGes causa-
efeito entre as patologias e 0s xenobidticos a que 0s organismos estdo expostos e complica
também a avaliacdo das diferengas significativas entre os grupos testados e o controlo. Por
esta razdo, a investigacao sobre as caracteristicas histopatolégicas dos animais expostos tem
agora a correspondéncia com indices histopatologicos de forma a fornecer dados numéricos
para se fazer uma abordagem semi-quantitativa. Algumas destas abordagens foram usadas
com sucesso atribuindo atribuindo indices de lesGes para comparar efeitos provocados nos
espécimes expostos a contaminantes por via de analise estatistica adequada (DelValls et al.,
1998; Riba et al., 2004; Costa et al., 2005). Foi entdo descrita por Bernet et al. (1999), uma
ferramenta de avaliacdo histopatoldgica que é aplicavel a qualquer 6rgdo, e que tem como
objectivo uma quantificagdo standard, permitindo comparacdes legitimas entre diferentes
estudos e entre diferentes 6rgdos.

Uma das dificuldades mais importantes relacionada com os estudos histopatologicos nos
peixes ¢ a falta de especificidade das lesbes e das alteracBes provocadas por um contaminante,
0 que prejudica bastante a avaliagdo da causa-efeito quando estdo envolvidos varios
contaminantes. Por outro lado, as patologias ao nivel tecidular sdo de longe mais descritas na
medicina humana do que na ictiologia, e as discrepancias na identificagdo e na terminologia
das lesdes surgem frequentemente (Koehler, 2004).

As alteracdes das branquias mais comuns encontradas no presente estudo foram o
levantamento epitelial com a formacéo de grandes espacos subepiteliais, edema e hiperemia
(por ordem decrescente de incidéncia). Foram ainda observados aneurismas em alguns
animais expostos a concentragdes mais altas, assim como algumas situagc6es de hiperplasia e
fusdo das lamelas secundarias.

Neste estudo foram detectadas diferencas significativas nas medias dos diferentes grupos
para o indice patolégico das branquias, sendo que 0s animais expostos as trés concentraces
mais elevadas, apresentam um valor médio de IBF estatisticamente superior ao grupo
controlo.

As lesdes das branquias sdo indicadores de exposi¢cdo a contaminantes usados em

numerosos estudos laboratoriais por todo o mundo (Dalzell and Macfarlane, 1999; Oliveira
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Oliveira Ribeiro et al., 2002; Thophon et al., 2003). Estudos histopatolégicos prévios de
peixes expostos a poluentes mostraram que as branquias sdo os marcadores primarios para
avaliar a poluicdo aquética (Alazemi et al., 1996). Portanto o comprometimento funcional das
branquias causado por poluentes pode danificar significativamente a salde dos peixes. No
entanto ha ainda pouca informacéo sobre o impacto que o diazepam tem nas branquias dos
peixes, em particular no peixe usado neste estudo, G.holbrooki. Segundo Heath (1987) e
Cardoso et al (1996), As branquias sdo os 6rgédos alvo principais da ac¢do toxica provocada
por xenobidticos, mas por outro lado sdo também um dos principais locais de destoxificagdo
dos organismos (Heath, 1987) e Cardoso et al., 1996). Diferentes concentracdes e diferentes
tempos de exposicdo mostram diferentes graus de alteracbes degenerativas, fazendo a
distincdo entre efeitos agudos e crdnicos (Gill et al., 1988); Cengiz e Unlu, 2002 e Sinhasen et
al., 1987).

O levantamento epitelial e a fusdo das lamelas secundarias podem ser um mecanismo de
proteccdo uma vez que faz com que haja uma diminuicdo da area de superficie das branquias
e portanto reduzindo contacto com o agente toxico (Richmonds e Dutta, 1989). Contudo, a
hiperplasia epitelial e o levantamento epitelial causam ainda um aumento considerdvel na
distancia de difusdo dos gases respiratorios entre o epitélio e os vasos sanguineos o que acaba
por afectar a funcdo respiratéria das branquias (Heath, 1987). Varios outros estudos
mostraram que a fusdo das lamelas secundarias e a hiperplasia, provocadas pela exposi¢do ao
malatido, a endosulfano e dimetoato, implicam uma reducéo drastica da superficie respiratoria
(Richmonds e Dutta, 1989; Gill et al., 1988; Cengiz e Unlu, 2002).

Os danos estruturais nas branquias como por exemplo a hiperplasia com fusdo lamelar, a
telangectasia, o edema, o levantamento epitelial representam as reaccfes fisiologicas mais
comuns de stress, tendo a maioria destas alteragdes funcbes de defesa (Mallat, 1985). Estas
respostas quer sejam adaptativas ou patoldgicas, invariavelmente determinam a extencdo da
regulagdo homeostatica do meio interno (Laurent e Perry, 1991), em particular a diminuigéo
da eficiencia respiratoria (Jagoe et al., 1996).

O figado tem um papel importante nas fungdes vitais, metabolismo béasico, acumulagéo,
transformacéo e excrecdo de contaminantes (Moon et al. 1985; Triebskorn et al. 1997). A
histopatologia hepéatica é uma ferramenta de biomonitorizagdo que prevé a avaliacdo dos
efeitos de compostos que provoquem stress em populacdes piscicolas; é também um dos

indicadores com um indice de confianca bastante elevado para a avaliagdo do estado de saude
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dos animais, causados por actividades antropogenicas (Hinton 1994; Braunbeck, 1998; Bernet
etal., 1999).

O figado dos peixes da classe dos teledsteos, € um dos 6rgdos mais sensiveis para mostrar
alteracBes bioquimicas, fisiologicas e estruturais derivadas da exposicdo a varios tipos de
poluentes ambientais (Hinton 1994).

Nos animais controlo a morfologia estrutural dos hepatdcitos encontrava-se normal.

Com concentracdes crescentes de diazepam, os danos no figado tornam-se mais
pronunciados e visiveis, com o alargamento dos sinuséides e aparecimento de alguns ndcleos
picndticos (0,02ug/l). As patologias detectadas neste estudo, sd@o consistentes com as
encontradas em outros trabalhos similares (Gupta e Rajbanshi, 1982; Wani e Latey, 1983;
Raniand e Ramanurthi, 1989). Neste trabalho foram detectadas diferencas significativas nas
médias dos diferentes grupos para o indice patolégico do figado, sendo que os animais
expostos as trés concentracdes mais elevadas, apresentam um valor médio de IPF
estatisticamente superior ao grupo controlo.

A degeneracdo mais frequente provocada por poluentes no figado é aumento dos
hepatdcitos com o aparecimento de vacuolos, alteracfes nos sinusoides e aparecimento de
nacleos picnéticos que sdo derivados de casos de intoxicacdo por poluentes
(Jiraungkoorskulet al., 2003). O bloqueio dos sinusoides faz com que o fluxo sanguineo da
artéria hepatica para a veia central ocorra com dificuldade. Estas patologias desenvolvidas vao
de encontro aos reportados por Ptashynski et al. (2001), Arellano et al. (1999) e Gul et al.
(2004). Estas alteragdes sugerem que houve uma actividade metabodlica aumentada nos
hepatdcitos em resposta a presenca de varios poluentes (Cooley et al., 2000; Ptashynskiet al.,
2001 e Thophan et al., 2003). A presenca de vaclUolos deve ser provavelmente devido a

acumulacdo de glicogénio nos hepatdcios (Wester e Canton, 1986).

No presente estudo, foi possivel fazer uma abordagem ainda pouco explorada dos efeitos
do diazepam em espécimes de G. holbrooki ao nivel enzimatico e histoldgico, tema onde
ainda existem poucos dados especificos. De facto, € uma regra geral a auséncia de estudos
relativos a realizacdo de trabalhos experimentais que relacionem exposi¢do de organismos a
compostos de utilizacdo farmacéutica no ambito ecotoxicolégico com uma abordagem
baseada em biomarcadores enziméticos. Tal facto torna dificil, ou mesmo impossivel,
estabelecer comparaces com dados pre-existentes, em condic¢des similares ou diferentes, com
a mesma espécie de peixe ou inclusivamente com outros organismos. Apesar do diazepam,

1,4-benzodiazepina, ser a substancia activa com efeitos ansioliticos mais estudada (Halling-
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S@rensen et al., 1998; Ternes, 1998, Ternes et al., 2001), poucos estudos ecotoxicologicos
incidiram até hoje na tipificacao dos seus efeitos em espécies ndo-alvo.

Estudos anteriores (Nunes et al 2005), observaram que o diazepam € um composto que
exerce toxicidade letal em G. holbrooki e outros organismos aquaticos, tais conmo o crustaceo
Artemia parthenogenetica a microalga Tetraselmis chuii, tendo-se obtido valores de LC50
para G.holbrooki de 12,7mg/l, e de 12,2mg/l para A. Parthenogenetica; a concenntracdes
inibitéria a 50% para a microalga cifrou-se em de 16,5mg/l. No entanto, estes daods referem-
se a valores de concentracBes letal e inibitéria a 50%, que estdo muito longe das
concentracfes as quais 0s organismos foram expostos no presente trabalho. As concentracdes
usadas neste trabalho foram escolhidas tendo em conta a concentracdo reportada por Ternes
(2008) de 0,04pg/L, encontrada num efluente alemé&o. Sendo as concentra¢des adoptadas no
presente trabalho todas subletais, € mais provavel que os efeitos daqui decorrentes sejam mais
subtis. De acordo com este principio, o estudo conduzido por Pascoe et al., (2003)
demonstrou que a exposicdo de individuos de H. vulgaris a concentracdes de cerca de 10ug/I
resultaram na inibicdo da habilidade de regenerar partes do corpo dissecadas. Apesar da
inexiusténcnia de estudos que demonstrem efeitos ecotoxicol6gicos em organismos aquéaticos
decorrentes da exposicdo a resiudos de benzodiazepinas, ndo é de excluir que tais interaccbes
toxicoldgicas possam ocorrer. Os receptores benzodiazepinico foram encontrados numa
grande variedade de espécies, incluindo os peixes 0sseos (Nielsen et al., 1978). Varios estudos
identificaram receptores benzodiazepinicos GABA-A em peixes e estes tem caracteristicas
semelhantes de ligacdo aos dos humanos e roedores (Anzelius et al., 1995a; Anzelius et al.,
1995b; Carr et al., 1999), embora a nivel funcional existam algumas diferencas em relacédo aos
humanos (Betti et al., 2001). Existem evidéncias que 0s receptores GABA das
benzodiazepinas sdo farmacoldgicamente menos activos nos peixes, pelo menos no que diz
respeito no controlo da actividade anti-convulsivante (Corda et al., 1989).

Um efeito que ndo foi explorado no presente trabalho, e que se encontra relacionado em
multiplos estudos com a toxicidade do diazepam, reside na capcidade que este composto
parece ter em induxir alteragdes na ploidia de células, e que eventualmente podera igualmente
ocorrer em organismos aquaticos expostos a este agente terapéutico. Em humanos, exposi¢cdo
a niveis subletais de diazepam deve ser uma preocupac¢do, uma vez que parece induzir
aneuploidia, inviabilidade da gravidez e cancro (Aardema et al.,1998). Em 2007, um estudo
sobre contaminantes farmacéuticos e o seu potencial associado a mulheres gravidas e criancas

reportou que ha efeitos cumulativos aquando da ingestdo de agua contaminada com apenas
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5% da concentracdo minima usada clinicamente (tendo em referéncia a ingestdo de 2 litros de
agua por dia, durante 36 semanas e uma concentracdo de 0,235mg/l) (Collier, 2007). Na
opiniao de Collier (2007) este facto ndo deve ser ignorado, uma vez que podera ser uma
evidéncia que o diazepam pode causar vérias disfungbes na gravidez quando usado nos
estados mais tardios da gestacao.

Muitos farmacos resistem a biodegradacdo nas ETARS e continuam na sua forma activa
(Herberer, 2002; Velagaleti, 1997), e cerca de 90% dos residuos dos farmacos sdo
possivelmente lancados para os efluentes apds o tratamento (Ternes, 1998). Apds o
tratamento, o efluente proveniente das ETARs € lancado directamente para o ambiente
aquatico, onde os farmacos que podem ter sido modificados durante o tratamento podem ser
novamente convertidos para formas activas (Ternes, 1998).

As concentragfes dos farmacos encontradas nas aguas de superficie sdo valores geralmente
bem abaixo dos valores que séo conhecidos de poder causar toxicidade aguda em organismos
aquaticos. No entanto, as exposi¢fes cronicas a um farmaco tem um maior poténcial para
numerosos efeitos nefastos subtis, como por exemplo alteracGes metabdlicas ou reprodutivas
em organismos que ndo sdo os alvos primarios (Daughton e Ternes, 1999).

O confronto entre exposicGes agudas e crdnicas para varios farmacos, revelou que 0s
efeitos ecotoxicologicos crénicos ndo podem ser correlacionados com os efeitos agudos
(Carlsson et al., 2006). Devido as propriedades bioactivas dos farmacos e da sua continua
libertacdo para o ambiente, a avaliacdo do risco ecotoxicoldgico priveligia os estudos cronicos
em relacdo aos agudos devido a sua persisténcia e bioacumulacdo que podem dar resultados
mais precisos (Carlsson et al., 2006). Embora a informacdo fornecida pelos testes crénicos
seja a mais indicada, uma vez que consegue dar acesso a dados mais variados, como por
exemplo os efeitos na reproducdo e nos mecanismos farmacoldgicos, sdo 0s que estao em
falta para a maioria dos compostos farmacéuticos, onde se inclui o diazepam.

Este estudo mostrou que a nivel da enzima GST nas branquias houve um aumento da
actividade enzimética, mas que apenas se mostrou significativo na concentracdo de
0,005ug/L.

A enzima GST desempenha um papel importante na destoxificacdo e na eliminacdo de
compostos eletrofilicos. A sua estimulacdo envolve reac¢fes de conjugacdo na presenca da
glutationa. Assim, animais aquaticos que estejam expostos a Xenobidticos, neste caso o
diazepam, utilizam mecanismos de destoxificacdo que sdo mediados pela glutationa na sua

forma reduzida, catalisada pela enzima glutationa S-transferase. Esta enzima de
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biotransformacdo tem sido estudada em trabalhos de campo na monitorizacdo de poluentes de
origem industrial (Fenet et al. 1998; Kantoniemi et al., 1996) e agricola (Cho et al., 1999).

No figado a variacdo da actividade da GST ndo parece estar relacionada com a presenca de
diazepam uma vez que ndo ha diferencas significativas. O facto de ndo haver resultados
significativos no figado, ao contrario do que ocorre nas branquias, pode dever-se ao facto do
teste efectuado ter sido agudo, o que ndo proporcionou um tempo suficiente para exercer
alteracGes e/ou as concentra¢fes usadas também podiam ndo ser suficientemente elevadas
para que a absorcao e consequente distribuicdo desta substancia até ao figado fosse suficiente
para causar alteracdes significativas na actividade da enzima em causa.

As branquias mostram um aumento da actividade da enzima GST uma vez que sdo 0
primeiro local de contacto do xenobidtico com o individuo, sendo também o primeiro local
onde ocorrem 0s mecanismos iniciais de destoxificacdo como referiu o estudo de McKim et al
(1985) que as laminas branquiais sdo o local onde se ddo as primeiras trocas gasosas e 0S
primeiros locais de destoxificacdo, absorvem com eficiéncia quimicos lipofilicos, como é o
caso do diazepam.

A actividade da GST hepatica ndo parece ser um biomarcador viavel para a avaliacdo do
risco ambiental colocado pelo diazepam e provavelmente pelas benzodiazepinas, uma vez que
0 aumento da sua actividade € apenas observada num namero limitado de espécies de peixes
(Oost et al., 2003).

Os resultados obtidos na actividade da enzima catalase no figado mostram claramente que
houve um aumento, tendo sido registadas alteragdes significativas nas concentracdes usadas
mais altas. A catalase é uma enzima cuja funcdo é degradar o peroxido de hidrogénio, e este €
resultante de situacOes de stress oxidativo, sendo este um composto téxico € logo que possivel
transformado em metabolitos menos reactivos principalmente pela catalase (Nelson, 2005). A
biotransformacdo dos xenobioticos é uma fonte importante da producdo de espécies reactivas
de oxigénio (ROSs), que correspondem aos produtos da reducdo do oxigénio molecular; o
anido radical superoxido (O2—*), o radical hidroxilo (OH¢) e o per6xido de hidrogénio (H,0,)
(Stegeman et al.,1992). Essas espécies reactivas de oxigénio sdo agentes oxidantes
extremamente potentes, capazes de reagir com macromoléculas celulares criticas, causando
diferentes tipos de danos bioldgicos que podem levar a morte celular. Para travar as ROSs
existem enzimas-chave que fazem parte do sistema de defesa antioxidante: a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), todas elas abundantes nos

tecidos de peixes (Lackner, 1998). A catalase esta presente em todos os tecidos dos
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vertebrados, com actividade particularmente alta nos eritrocitos e no figado, em contraste, a
actividade da enzima no cérebro é geralmente baixa (Hermes-Lima, 2004; Halliwell e
Gutteridge, 2005).

O aumento da actividade da enzima catalase significa que é provavel o estabelecimento de
uma situacdo de stress oxidativo que presumivelmente é devido ao aumento da concentracdo

de diazepam testado.

V1. Conclusao

Uma vez que em Portugal, o diazepam é uma das benzodiazepinas mais populares
(Osswald e Moura, 2006), e que a percentagem maxima de remocdo por parte das ETARs de
diazepam é de 93% (Van der Hoeven, 2004), é provavel que cada vez mais a sua presenca no
meio aquatico aumente, o que implica a contaminacdo ambiental e consequente interac¢do
com a fauna local, como ja foi reportado por Ternes (1998) na Alemanha uma concentracao
em efluentes até 0,04pg/l. Sendo assim é necessaria a avaliacdo ambiental recorrendo a varios
espécimes de forma a observar as consequéncias intrinsecas de cada espécie assim como a
implicagdo possivel entre espécies diferentes. Desta forma, e sendo a G. holbrooki uma
espécie abundante, facil de capturar e de manter em condicdes laboratoriais € um modelo
adequado para executar testes como os descritos neste trabalho.

Ao observar os resultados obtidos nos testes enzimaticos, podemos concluir que das duas
enzimas testadas, a catalase mostrou ser a Unica enzima demonstrativa da ocorréncia de stress
oxidativo em G. holbrooki. Pelo contrario, a GST, como referido por Oost et al. (2003) nao
parece ser um biomarcador viavel para a avaliacdo do risco ambiental colocado pelo diazepam
e provavelmente pelas benzodiazepinas, uma vez que 0 aumento da sua actividade é apenas
observada num numero limitado de espécies de peixes, o que foi concordante com o0s
resultados do presente estudo. Em suma, apenas a catalase se mostrou responsiva em relagéo
ao diazepam, mostrando a ocorréncia de stress oxidativo, que pode desencadear danos
celulares que a longo prazo podem implicar o funcionamento de determinados orgéos,
acelerar o envelhecimento e em alguns casos desenvolver cancros, uma vez que os radicais
livres produzidos podem combinar-se com o DNA celular, alterando o seu codigo genético e
produzindo uma multiplicacdo celular desordenada.

A histologia, mostrou ser um bom biomarcador para ser usado na avaliacdo das alteracGes

ao nivel tecidular em peixes expostos ao diazepam (mesmo em concentragdes sub-letais,
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como as usadas no presente trabalho), uma vez que foram encontrados valores de indices
patoldgicos significativamente diferentes nas branquias e no figado dos espécimes expostos as
concentra¢Bes mais altas. As branquias, o figado sdo 0s 6rgdos mais usados como marcadores
primérios para a poluigdo aquética: as branquias porque tém uma grande area de contacto com
a agua (e portanto com o potencial poluente (Wood and Soivio, 1991; Bernet et al., 1999) e o
figado por ter um importante papel no metabolismo e a subsequente excrecdo dos
xenobidticos (Shephard, 1994).

Apos a conclusdo deste trabalho e analise dos resultados acho que muito ha ainda para
fazer ao nivel da avaliagdo ambiental dos efeitos do diazepam, tanto em G. holbrooki como
noutras espécies. Falando na espécie usada, a avaliacdo de outros biomarcadores deve ser
considerada de forma a ter resultados mais abrangentes, como por exemplo; a avaliacdo de
outras enzimas (ex: glutationa peroxidase, acetilcolinesterase), fendmenos de stress oxidativo
(ex: peroxidagdo lipidica), pardmetros hematoldgicos, pardmetros enddcrinos e reprodutivos,
avaliacdo comportamental a varios niveis (natacdo, padrGes de alimentacdo, reproducao).
Outro dos pontos que acho importante é a avaliacdo dos efeitos em exposi¢des cronicas de

forma a poder tirar ilacdes sobre os efeitos a longo prazo.
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VIII. Anexos
Anexo |. Ferramenta de avaliacdo histopatologica para os dois Orgaos dos peixes
estudados (adaptado de Bernet et al., 1999).

Reaction paltern Functional unit Alteration Importance  Score Index
of the tissue factor value
Gills
Circulatory disturbances Hasmaormagefny perasmia/aneurysm Wzey = 1 Ay lezen
Intercellular cedema Wace = 1 Ao
Reqressive changes Epithedium Architectural and structural alterations Wey = 1 Az leas
Plasma alterations Wege = 1 Ay
Deposits Wieza = 1 Az
Nuclear altarations Wemse = 2 Apzs
Atrophy Weas = 2 Az,
Necrosis Wigg = 3 f P
Rupture of the pilar calls
Supporting tissue Architectural and structural alterations Wemr = 1 Aezear
Flasma alterations Wemg = 1 Arzem
DE[.‘IOGitE Wi = 1 A
Nuclear alterations Wagg = 2 BAemia
Atrophy Wian = 2 Az
MNecrosis W = 3 Az
Progressive changes Epithelium Hypeartrophy Wiy = 1 Ay lezes
Hyperplasia Wepa = 2 - -
Supporting tissue Hypartrophy Weeg = 1 gz
Hypearplasia Wiea = 2 Ares
Inflarmation Exudate Wy =1 Ay Iz
Activation of RES Weyz = 1 -
Infiltration Wiema = 2 Az
Tumour Benign turnour W) = 2 Ay lezt
Malianant tumour Wers =3 Arzra
Intercellular cedema Wyea =1 Ay
Regressive changes Liver tissua Architectural and structural atterations wiar = 1 A ls
Plasma alterations Wiga= 1 -
Daposis Wiga= 1 Ay
Nuclear alterations Wine= 2 -1
Atrophy Wyias = 2 aa
Mecrosis Wigg= 3 Ay g
Vacuolar deganaration
Intarstitial tissue Architectural and structural alterations wiar = 1 A ar
Flasma altlerations Wyiga = Ay
Deposits Wiga = Ay g
Muclear allerations Wigw = 2 AL
Atrophy Wian =2 Ay g
Mecrosis Wiz =3 Ay iz
Bile duct Architectural and structural alterations Wi = 1 ALma
Plasma alterations Wige = 1 Ay s
Daposits Wigy = 1 Ay s
Muclear allerations Wigg = 2 A g
Atrophy Wiy = 2 A ez
Mecrogis Wisgig =3 Ay g
Progressive changes Livar lissua Hy parirophy Wy = 1 Ay e
Hyperplasia Wiez = 2 Ay e
Interstitial tissue FHhy pariropiy Wyea = 1 e
Hy perplasia Wies = 2 Ay s
Bile duct Fy partrophy Wies = 1 8
Hyperplasia Wi = 2 A
Wall profiferation of bile ducts or dudiules
Inflammation Exudata Wy = 1 Ay Iy
Activation of RES Wi = A
Infiliration Wy = 2 A
Tumour Benign tumour Wiy = an loq
Malignant tumnour Witz =3 A
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