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Sumairio

A poluigdo antropogénica de natureza quimica tem vindo a aumentar de forma
consideravel. A acgfio mais importante que os poluentes poderdo exercer serdo
contribuir para o desenvolvimento de efeitos toxicos, que pode decorrer da sua
capacidade de interagir de forma deletéria com os sistemas biologicos. Os detergentes
sio compostos de origem antropogénica amplamente disseminados a nivel ambiental, o
que conduz 3 possibilidade de exercer alteragdes fisiologicas em 0rganismos expostos.
De forma a avaliar os riscos que os xenobidticos de origem antropogénica poderdo
colocar as espécies aquéticas, tém-se recorrido a biomarcadores, ja que a alteragdo de
qualquer mecanismo ou via fisiologica/metabélica/comportamental de um organismo
exposto pode indicar o modo e a extensdo de actuagio do contaminante ambiental. No
presente estudo recorreu-se ao uso da acetilcolinesterase e marcadores histologicos
como biomarcadores, de forma a fazer uma avaliagfio ecotoxicoldgica dos efeitos do
cloreto de benzalcénio no peixe mosquito (Gambusia holbrooki) apds exposigo aguda.
Nio foram observadas alteragdes significativas a nivel da actividade colinesterdsica
nem histopatolégica apés exposigdo aguda do peixe mosquito, o que leva a guestionar a

utilizagdo destas ferramentas em estudos ecotoxicolégicos envolvendo detergentes.



Abstract

Anthropogenic pollution of chemical nature has increased considerably. The most
important action that pollutants may exert is related with their contribution to the
development of toxic effects, which may derive from their ability to interact with
biological systems. Detergents are anthropogenic compounds widely disseminated in
the environment, a fact that leads to the possibility of exerting physiological changes in
exposed organisms. To assess the risks that anthropogenic xenobiotics can pose to
aquatic species, biomarkers have been commonly used. The modification of any
pathway involved in physiological/metabolic/behavioural parameters may indicate the
mode and extent of activity of a given environmental contaminant. The present study
involved the use of acetylcholinesterase inhibition and histopathological alteration as
biomarkers, to assess the ecotoxicologic effects of benzalkonium chloride in
mosquitofish (Gambusia holbrooki), following acute exposure. Acetylcholinesterasic
activity and histological features remained unchanged following acute exposure of the
mentioned species. These observations lead us to question the use of these tools in

ecotoxicologic studies for the assessment of effects caused by detergents.
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Avaliagdio ecotoxicologica e histopatolégica dos efeitos do cloreto de benzalconio no peixe mosquito
{Gambusia holbrooki) apbs exposi¢iio aguda

Introdugio

Poluicdo ambiental

“Q que é 0 meio ambiente? Uma realidade cientifica, um tema de agitagdio, o objecto de
um grande receio, uma diversdio, uma especulagdo? Tudo ac mesmo tempo” (George,
1984). Na verdade, o meio ambiente consiste no conjunto dos sistemas naturais e dos
seres vivos que os habitam, assim como na relagdio que estabelecem entre si. O meio
ambiente inclui a luz, o ar, a agua, o solo e os seres vivos que com ele coabitam
(George, 1984). Assim, é possivel introduzir em todas estas relagdes factores que
perturbem a dindmica de interacgfio, nomeadamente por m3o Humana. Factores que
causem alteragio significativa neste equilibrio decerto serdo responsaveis por
sobressaltos, com maior ou menor intensidade nos processos proprios do meio
ambiente. Entre os factores que mais contribuem para esta alteragdo deleteria encontra-

se genericamente, a poluigéo.

De uma forma geral, entende-se por polui¢do qualquer degradagdo, deterioragdo ou
estrago das condigdes ambientais do habitat de uma colectividade humana,
normalmente associada a4 diminuigdo da qualidade de vida devido a mudangas
ambientais (George, 1984). Os agentes que provocam a poluigio sdo chamados
poluentes, e podem ter naturezas muito distintas: um ruido excessivo, um gas nocivo na
atmosfera, detritos que sujam os rios ou ainda um cartaz publicitirio que degrada o
aspecto visual de uma paisagem (George, 1984). Para além destas formas, existem
outros acontecimentos que constituem a polui¢do: a propria aglomeragio urbana €, por
si s6, uma fonte de poluigo, pois implica numerosos problemas ambientais tais como a
acumulagio de lixo, esgotos, congestionamento de trafego, entre muitos outros. Quando
se considera a polui¢do de natureza quimica, podemos referir que os poluentes podem
ser de estrutura, origem, natureza e destino muito diversos, Os poluentes sio
subprodutos de processos industriais ou domésticos, ¢ podem ter origem orgénica ou
inorganica. Assim, ¢ impossivel falar de poluigdo de forma simplista, sem referir
exaustivamente as naturezas dos agentes poluidores, bem como os efeitos ambientais
previstos ou esperados, devido a interac¢fio desses mesmos agentes com as estruturas

biolégicas.
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A poluigdo antropogénica de natureza quimica evoluiu desde os seus primordios, tanto
em termos de tipo como de intensidade. O grande marco temporal aqui a reter prende-se
com o momento em que o Homem, de uma forma generalizada e sistematica, passou a
alterar a Natureza, com vista a obtencdo de produtos que satisfizessem as suas
necessidades civilizacionais. A partir da Revolugdo Industrial, a poluigio passou a
constituir um problema para a humanidade, pois o grau de poluigio cresceu
acentuadamente e a sua escala deixou de ser apenas local para se tornar global. A
“explosdo” da actividade industrial contribuiu grandemente para a melhoria da
qualidade de vida e do conforto humano, mas, por outro lado, fez disparar o grau de
poluigiio (do ar, da dgua e dos solos) levando a graves danos ambientais. Poucas sio as
substincias sintetizadas pelo homem e langadas no meio ambiente que ndo tenham
qualquer efeito sobre a biosfera, até porque dependendo das condigdes em que se

encontram, podem transformar-se num poluente mais ou menos lesivo (George, 1984).

A contaminagio do meio ambiente é causada pela presenga de substincias ou
microrganismos nocivos 4 saide mas sem no entanto causar desequilibrio ecoldgico. Ja
a poluigdo promove o desequilibrio ecolégico, ou seja, comporta alteragdes ecologicas
causadas pela emissdo de substincias toxicas no ambiente que ultrapassam a capacidade

de autodepuragio do ambiente (McCarthy e Shugart, 1990).

A poluigio da dgua ocorre quando esta é negativamente afectada pela adigio de grandes
quantidades de materiais na dgua. A dgua é considerada poluida quando ¢ impropria
para uso Humano. Existem dois tipos distintos de poluentes aquaticos, os poluentes
provenientes de fontes pontuais e os poluentes provenientes de fontes difusas. As fontes
pontuais de poluigdo ocorrem quando substincias nocivas sio langadas directamente na
dgua (ex: derramamento de petrdleo), enquanto que fontes difusas sdo poluentes
introduzidos na dgua de forma indirecta, através de mudangas ambientais por exemplo.

As fontes difusas sdo muito mais dificeis de controlar (Richman, 1997).

Os factores que podem modificar o meio ambiente sdo essencialmente provocados pela
actividade doméstica e econdmica/industrial/extractiva do Homem. A acgio mais

perigosa dos poluentes é o exercicio de efeitos toxicos, que pode decorrer da sua
2



Avaliagdo ecotoxicoldgica e histopatologica dos efeitos do cloreto de benzalcénio no peixe mosquito
(Gambusia holbrooki) apos exposigiio aguda

capacidade de interagir de forma deletéria com os sistemas biologicos. Um dos aspectos
mais importantes desta interacgdo reside no potencial que alguns poluentes demonstram
de sofrer acumulagio e consequente aumento da sua concentragdo nos animais e
vegetais. Este fendmeno pode ficar a dever-se ao efeito de bioamplificacdo, em que se
verifica um aumento da concentragio do poluente ao longo dos niveis da cadeia trofica.
Assim, predadores de topo, como o ser Humano, podem ser contaminados com
concentragdes suficientemente elevadas de determinados xenobidticos antropogénicos
que podem conduzir & toxicidade (Miranda e Ribeiro, 2006). Compostos com
caracteristicas lipofilicas tém tendéncia a sofrer acumulagfio nos tecidos adiposos dos
organismos, onde as suas concentragdes ultrapassam as concentragdes presentes no
ambiente devido ao fendmeno de bioacumulagiio. Estes compostos podem ser
transportados por via tréfica ao longo da cadeia alimentar e atingir niveis considerdveis,
até mesmo toxicos, nos tecidos dos predadores situados no topo da cadeia alimentar,
incluindo os humanos, durante o fenémeno de biomagnificagdo. Os efeitos indirectos de
tal processo podem caracterizar-se por mudangas a varios niveis, como mudangas
fisiolégicas adaptativas ou até comportamentais. Os efeitos directos variam com a
intensidade da impregnagdo a nivel dos tecidos nos organismos, sendo esta determinada
pelas propriedades da molécula do contaminante e pelas caracteristicas dos individuos

expostos {(Miranda et al., 2006).

Hoje em dia, proteger o Ambiente ¢ uma das principais lutas do Homem moderno. Ao
longo das décadas, intimeras substincias quimicas foram langadas para o meio
ambiente, por intermédio das mais diversas formas de polui¢io. Sendo que esta
poluigdo pode alterar de forma irreversivel a harmonia e equilibrio do meio ambiente,
torna-se necessario desenvolver novas tecnologias que respeitem o ambiente. Devido
aos varios problemas ambientais provocados pelas actividades humanas, tais como o
aumento do buraco na camada do ozono, o aumento do efeito de estufa e consequente
aquecimento global do planeta, varios efeitos graves foram sendo progressivamente
observados, como a perda de biodiversidade e a redugfio da qualidade de vida (Gomes
de Castro et af, 2003).
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Patologias derivadas da exposigiio a agentes téxicos pelo ambiente

Segundo a organizagiio Mundial de Saide (WHO), aproximadamente 1/3 das doengas
humanas  escala global pode ser atribuido a factores ambientais (WHO, 2002). A
exposigdo a poluentes de origem ambiental, sobretudo durante as fases mais precoces do
desenvolvimento, podem ter graves consequéncias na idade adulta. Segundo Dietert e
Dietert (2008) a imunotoxicidade induzida por agentes xenobidticos, ou seja compostos
quimicos estranhos a um organismo ou sistema biolégico, em fases precoces da vida
sfio factores relevantes no aparecimento de doengas crénicas durante a inféncia e na
idade adulta. A infincia é uma fase de sensibilidade aumentada a agressdes imunitérias
devido ao sistema imunitirio ser imaturo perante os agentes xenobioticos (Dietert,
2008). Os riscos resultantes das agressdes toxicas ao sistema imunoldgico das criangas
incluem cancros, doengas infecciosas, doengas autoimunes, assim como patologias
neurolégicas, reprodutivas e endécrinas, que podem aparecer ainda durante a infancia.
Além dos riscos mencionados anteriormente, o autismo também € apresentado como
uma deficiéncia que tende a estar, de forma exponencial, relacionada com factores
ambientais, como poluentes, embora ainda ndo se saiba se os factores ambientais estio
directamente ligados & patologia cerebral ou se representam apenas uma condicdio

secunddria (Dietert e Dietert 2008).

Por outro lado, Kvitko et al. (2008) descreve como a leucemia aguda pode estar
relacionada com a combinagio de factores genéticos e ambientais, sendo as influéncias
ambientais derivadas da exposigio ocupacional e por lazer. Produtos neurotdxicos tais
como solventes orginicos, pesticidas organofosforados e o monéxido de carbono estdo
presentes em muitos locais de trabalho. A superexposigdo a estes produtos pode levar a
doengas como polineuropatia, encefalopatia e sindrome de Parkinson (Triebig, 2010).

Assim, é hoje reconhecida como fundamental uma caracterizagio toxicologica
profunda, com base em dados obtidos em animais de experiéncia, das diversas matrizes
com as quais os Humanos poderdo contactar, com vista a proteccio da sua saude e bem

estar (Arias er al., 2007).
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A poluicéiio da dgua

A questio da poluigdo aquatica é particularmente importante no contexto global, pois a
evolugiio dos processos de eliminagio de residuos de origem humana resulta
frequentemente na contaminagio da dgua. Devido ao facto da maioria dos residuos ser
libertada para o ambiente aquatico, e este ser um processo continuo, a dispersio de
poluentes estd facilitada. “Se se presta uma certa aten¢do para ndo poluir
demasiadamente o ar que se respira, a 4gua, em compensa¢do, a dos oceanos como a
dos rios, é tradicionalmente considerada como um meio de evacuagio de uma parte dos
detritos das sociedades humanas” (George, 1984). Os processos domésticos modernos
conduzem inevitavelmente A contaminagiio da Agua, pois esta € considerada como um
meio de escoamento apropriado dos nossos residuos. Apesar do desenho, concepgdo e
aperfeicoamento de sistemas de tratamento de residuos liquidos, os esforgos néo tém
impedido a libertagio continuada de substincias toxicas para o meio ambiente
(Krishnan et al., 1997).

As fontes de poluigdo aquatica sdo diversas, e de miltipla natureza. As actividades
humanas (consumo doméstico de Aguas e consequente envio para estagbes de
tratamento de 4guas residuais, industrias, agricultura, transportes, aquacultura,
langamento directo de residuos...) sfio responsdveis pela alteragio da qualidade e
quantidade de agua que pode ser aproveitada para o consumo humano (Ma e af., 2009).
Sio igualmente responsaveis por influenciar o ciclo da 4gua, reduzindo a sua
disponibilidade para consumo humano. Uma dgua considera-se poluida quando as
concentragdes de um elemento ou substdncia se encontram acima dos valores
considerados adequados para um determinado fim (George, 1984). Os sinais que
indicam que uma dgua estd poluida sfio por exemplo o sabor desagraddvel da agua de
consumo humano, o crescimento exagerado de algas, o cheiro desagradavel, o
decréscimo da variedade e quantidade de espécies ou ainda o sabor desagradavel do
peixe (Cook et al., 2004). No entanto, a contaminagio da dgua pode nio ser evidente,
tanto do ponto de vista sensorial como instrumental, pois as concentragdes nas quais se
encontram os poluentes sdo reduzidas, embora possam ser suficientes para causar danos
biolégicos e ecoldgicos importantes {(Cook et al., 2004). De acordo com este principio,

torna-se importante fazer uma avaliagfio criteriosa da composi¢do do meio aquitico, e
5
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por outro lado, estabelecer quais os efeitos que se podem esperar da presenga dos
contaminantes avaliados no passo anterior a diversos niveis organizacionais. O efeito
pode ndo ser evidente a todos os niveis do ecossistema, mas o comprometimento do
funcionamento do mesmo pode ocorrer em milltiplos niveis. Assim, ¢ de fundamental
importincia determinar qual o efeito biolégico que se pode esperar dos poluentes que se
sabe estarem presentes, ¢ em que organismos esses efeitos podem ser observados

(George, 1984).

Presenca e efeitos de compostos antropogénicos

Os meios hidricos por si s6 conseguem eliminar grande parte das contaminagdes (por
autodepuragdo). Mesmo assim essa capacidade de renovagio ¢é limitada devido a
crescente acumulagiio de poluentes ndio biodegradaveis e orginicos. Essa crescente
poluigiio coloca em risco a qualidade da dgua dos lagos, rios e mares colocando por sua
vez a sobrevivéncia do Homem em causa, ja que a dgua € um bem essencial. O uso de
compostos antropogénicos pode levar ao seu aparecimento em todas as redes de
abastecimento. O elevado grau de contamina¢@io da dgua pode comprometer de forma
séria o seu futuro uso para consume Humano (quando sob a forma de dgua potavel), ja
que grande parte do que rejeitamos (tudo ndo aparece, uma parte consideravel €
depurada) surge na agua para consumo Humano. Todos os organismos sdo,
inevitavelmente, expostos a xenobidticos que na maioria sio de origem antropogénica

(Thompson ef al., 2007).

Grande niimero de compostos antropogénicos tém propriedades lipofilicas, os que lhes
permite serem facilmente absorvidos pelo organismo mas dificilmente eliminados
(Ying, 2006). Para evitar os efeitos potencialmente toxicos destes compostos no
organismo, este tltimo possui a capacidade de os tornar mais hidrossoliveis, através de
enzimas que se localizam essencialmente no figado, dando-se dessa forma a
biotransformaciio de xenobidticos e sua consequente eliminagdo (Ying, 2006). No
entanto, este processo que visa o aumento da hidrossolubilidade dos compostos nem
sempre permite que eles sejam convenientemente eliminados, e alguns compostos
veiculados pela dgua contaminada atingem concentragdes no organismo capazes de

conduzir a efeitos deletérios. Assim, torna-se imprescindivel a quantifica¢do nio sé das
6
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concentragdes em que estes residuos se encontram, mas também a caracterizagio dos

seus potenciais efeitos biologicos (Ying, 2006).
Contaminagfio e consumo da Agua

A problemiética da contaminagiio da dgua para consumo humano € actual € requer
atengdio politica. “Agua contaminada mata 5 mil criangas por dia”. Esta estimativa
resulta de um alerta feito pela Unicef. Segundo Ban Ki-moon, Secretrio-Geral da
ONU, o futuro da humanidade depende da gestio adequada do recurso hidrico (Aradjo,
2009). Se por um lado a dgua doce é um recurso finito e limitado por outro € renovavel.
A polui¢do tende a dificultar o seu processo de renovagio diminuindo a quantidade
disponivel. E muito importante uma gestdo correcta ndio s6 da dgua superficial, mas
também da dgua que estd armazenada no subsolo. Isto porque, além das aguas
subterraneas constituirem a maioria da dgua doce disponivel no planeta Terra, também
representam uma fonte mais econdmica e rentdvel, ja que na sua maioria estas dguas
dispensam tratamento (Rivett e al., 2008) Os Homens recorrem frequentemente as
aguas subterrineas para diversas utilizagdes, o que resulta em que alguns dos maiores
rios do planeta ndio possuem agua suficiente para manter o seu curso normal (Rivett e
al., 2008).

As dguas subterrdneas provém a partir de um processo fisico designado por infiltragio
onde existe um fluxo de dgua para o solo, pela que a dgua passa a constituir a humidade
do solo e aquiferos. Esta dgua pode voltar a superficie ou ainda passar para os oceanos.
A agua subterrdnea tem tendéncia a mover-se e a ser substituida lentamente, pelo que
pode permanecer em aquiferos por milhares de anos (Datta ef al., 2009). O facto da
dgua mover-se sobre € sob a terra tendo a capacidade de captar e dissolver terra,
sedimentos, sais, compostos sol{iveis permite também que poluentes se infiltram e ai
permanegam durante muitos anos (Datta et al, 2009). A capacidade de dissolver
substéincias, tais como as acima descritas, por intermédio da agua € igualmente valida
para outras classes de substancias, tais como xenobi6ticos hidrossoluveis. Entre esta
classe, destacam-se os compostos detergentes, que sdo amplamente utilizados na
formulagio de produtos de higiene corporal, medicamentosos e de utilizagio industrial
(Sirisattha er al., 2004).
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Efeitos biologicos dos detergentes

Entre os compostos de origem humana mais amplamente libertados para o meio
aqudtico encontram-se os detergentes (Li, 2008). Estes sdo utilizados pelo facto de
permitirem acgdes de limpeza, de desengorduramento e de lubrificagio, sendo
utilizados nio sé a nivel doméstico como industrial (Sirisattha ef al., 2004). Assim, este
amplo uso, resulta na sua presenga nas aguas residuais em grandes quantidades. Apesar
de serem maioritariamente degradaveis, os detergentes podem surgir em elevadas
quantidades no meio aquatico, pois a capacidade degradativa do ambiente é excedida
pelas quantidades que sdo colocadas por mdo humana. Devido & maior parte dos
detergentes possuirem propriedades lipofilicas, estes tém maior facilidade em penetrar
nas membranas celulares. Em consequéncia, quanto maior for a lipossolubilidade do
detergente maior sera a sua absorgdo e a sua toxicidade no organismo (Cserhati er al.,
2002). A presenga dos detergentes em ambientes aquéticos pode assim conduzir a
situagBes em que se evidenciem respostas toxicologicas importantes, que € necessirio

quantificar e monitorizar.

Em geral, os efeitos toxicos dos tensioactivos séio observados através de danos causados
nas brinquias e na epiderme dos vertebrados aqudticos, mas também a nivel da
membrana celular dos invertebrados aquiticos (Li, 2008). A toxicidade dos
tensioactivos foi inicialmente determinada pela capacidade que eles tinham em ser
adsorvidos e penetrar através da membrana celular dos organismos (Li, 2008), no
entanto, o mecanismo de toxicidade dos tensioactivos permanece inexplicivel apés a
adsorciio do tensioactivo pela superficie membranar. Apenas se sabe que existe uma
interacgio com a membrana lipidica que parece perturbar a integridade da membrana
causado efeitos toxicos (Li, 2008). Por outro lado, um outro tipo de interacgdo pode
surgir. Effendy e Maibach (1996) afirmam que a capacidade dos tensioactivos
solubilizarem membranas lipidicas deve-se & concentragio existente e & propor¢do
molar tensioactivo-lipidos. Em baixas concentragdes, as membranas perdem a sua
fungdo de barreira, aumentando grandemente a permeabilidade, enquanto que em
concentragdes mais elevadas, em geral acima da concentragdo micelar critica, ocorre
lise das células. Foi demonstrado por Ying (2006) que os tensioactivos catiénicos eram

mais toxicos do que os tensioactivos aniénicos.
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Devido aos detergentes possuirem propriedades que os tornam indispensaveis no dia-a-
dia, a possibilidade de desenvolver detergentes menos irritantes € de grande interesse. A
toxicidade dos detergentes limita o seu uso, na medida em que podem causar irritagdes a

nivel da pele, como ja foi descrito anteriormente (Effendy e Maibach, 1996).

Ecotoxicidade de detergentes

Os compostos orgdnicos sintéticos s3o poluentes que podem estar na origem dos
disturbios ambientais acima referidos. Principalmente apds a Segunda Guerra Mundial a
produgdo destes tiltimos cresceu de uma forma consideravel, sendo que os compostos
orginicos sintéticos estéio presentes, por exemplo, nos combustiveis, nos plasticos, nos
solventes, nos pesticidas, nos detergentes, nas tintas, nos produtos farmacéuticos ou
ainda nos aditivos alimentares {Prodanchuk et al., 2004). A maior parte dos compostos
orginicos sdo biodegradaveis, ou seja, sio decompostos por bactérias. No entanto,
alguns compostos orgdnicos sintetizados industrialmente, devido as suas estruturas
quimicas, sdo resistentes a ac¢fio bacteriana, persistem na agua durante longos periodos
de tempo atingindo concentragdes to altas que se tornam nocivos para os peixes €
outras formas de vida aquatica, mesmo quando presentes em concentragdes minimas, ¢
conferem cheiros, cores e sabores desagradaveis & dgua. Estes compostos também
podem ser chamados de recalcitrantes ou biologicamente resistentes (Prodanchuk ef al.,

2004).

Entre os compostos organicos acima referidos, destaca-se a classe dos detergentes, quer
pelo seu uso (enorme quantidade de utilizagdo), quer pelos seus efeitos fisicos, quimicos
e bioldgicos. Os detergentes sfo misturas usadas para limpeza que contém na sua
composigio compostos tensioactivos sintéticos (Effendy e Maibach, 1996). Os
tensioactivos sdo usados para baixar a tensio superficial da 4gua de forma a facilitar a
molhabilidade e remogiio da sujidade. Estes compostos sdo toxicos e geralmente
biodegradaveis (Scott e Jones, 2000). A degradagio dos tensioactivos faz-se
genericamente através da actividade microbiana, sendo este um dos primeiros passos da
sua transformagfio no meio ambiente. Entende-se por degradagio primaria quando a

estrutura do detergente se altera de tal forma que a molécula perde as suas propriedades
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tensioactivas (Scott e Jones, 2000). A biodegradagio destes compostos € essencial para
reduzir o seu impacto no meio ambiente (Ying, 2006). Apds a sua utilizagdo, os
residuos de tensioactivos e os metabolitos provenientes da sua degradagfo sdo langados
para as estagdes de tratamento de dguas ou directamente para as dguas de superficie,
dispersando-se em vdrios compartimentos ambientais (Ying, 2006). As espumas
provenientes de detergentes sintéticos sdo responsdveis pela inibigdo do crescimento
dos microorganismos heterotroficos, tais como bactérias ou fungos, sendo estes
responsaveis pela autodepuragdo da dgua (decomposi¢iio da matéria orgénica e diluigdo
de poluentes téxicos) ou pela eliminagdo de bactérias ou virus quando utilizados em
estagdes de depuragdo (Knud-Hansen, 1994). Alguns detergentes libertam fosfatos que
constituem nutrientes e dessa forma permitem a hiperproliferacio das algas, este
fenomeno designa-se por eutrofizago. A oxigenagdo da dgua dos rios € comprometida e
consequentemente transforma-os em é4guas com qualidade muito deficiente (Knud-
Hansen, 1994).

Cloreto de benzalcénio — efeitos ecotoxicologicos

O cloreto de benzalconio é um composto catiénico e estd inserido no grupo de
compostos de aménio quaternario. Os compostos de aménio quaternario sio moléculas
compostas por, pelo menos, uma longa cadeia alquilica hidrofébica e por um dtomo de
azoto com carga positiva (Nalecz-Jawecki ef al., 2003). Sendo um composto catidnico,
apresenta uma superficie com propriedades especificas que permite a sua utilizagio
como tensioactivo quando dissolvido em dgua. O cloreto de benzalcénio € uma mistura
de diversas formas de cloreto de alquilbenzil dimetilaménio, conhecido por ser um
agente tensioactivo assim como antimicrobiano (His ef al, 1996). Este agente ¢é
utilizado em produtos farmacé€uticos maioritariamente como conservante, mas também,
em solugio diluida, pode ser usado na pele e mucosas na desinfecgiio de feridas por
exemplo (Effendy e Maibach, 1996). Na pele os tensioactivos catiénicos sdo
considerados irritativos e citotoxicos. O cloreto de benzalconio também € amplamente

usado como desinfectante de superficies a nivel hospitalar (Kummerer er al., 1997).

Compostos tensioactivos, tal como o cloreto de benzalconio, apresentam elevada

actividade biolégica, por um lado pela capacidade de ligagdo das macromoléculas
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bioactivas como o amido, proteinas, péptidos e ADN, por outro pela inser¢éio em varios
fragmentos celulares causando dessa forma desregulagdo (Cserhidti et al., 2002). Foi
demonstrada em varios estudos a ocorréncia de ligagio dos tensioactivos a proteinas e
péptidos. Esta ligagio pode causar uma alteragdo no entrelagar da cadeia polipeptidica e
alterar a carga de superficie da molécula podendo levar a uma modifica¢do da funcéo
bioldgica (Cserhati et al., 2002).

Este composto pode exercer efeitos bioldgicos a outro nivel. Segundo reportou
Ciereszko e os seus colaboradores (2004) o cloreto de benzalcénio, dentro do intervalo
de concentragio de 0,002-0,015%, inibe a mobilidade do esperma das lampreias do mar
ao aglutinar os espermatozdides. As propriedades espermicidas do cloreto de
benzalconio devem-se ao facto de ser um detergente cuja estrutura tem afinidade com as
membranas lipidicas. O LCs;p do cloreto de benzalconio em peixes situa-se entre 0.5 e
5.0 ppm (Nalecz-Jawecki et al., 2003). O cloreto de benzalconio € muito tdxico para os

peixes a 100mg/L para uma duragio de exposigiio de 15 minutos (Waller ef al., 1996).

Os tensioactivos catiénicos sio considerados biologicamente degradaveis quando em
condigbes aerdbias, embora a biodegradagio varie de um tensioactivo para outro. Em
contrapartida, sob condi¢des anaerdbias os compostos de amoénio quaterndrio

apresentam nenhuma ou pouca biodegradabilidade (Ying, 2006).

Ensaios ecotoxicolégicos em ambiente aquatico

Uma das principais vertentes da ciéncia ambiental reside na realizagio de estudos
ecotoxicologicos. Estes tém por objectivo conhecer e caracterizar a interac¢do entre 0§
compostos toxicos de origem natural e antropogénica e 0 Ambiente, de modo a proteger
os sistemas ecoldgicos dos efeitos destes compostos, antecipando a sua via de
distribuicio no ambiente assim como os seus efeitos ecologicos. Os dados de
ecotoxicidade sdio usados para definir a concentragdo aceitavel de um dado poluente no
ambiente assim como para fazer uma avaliagdo de risco (George, 1984). Estes estudos

também informam acerca dos efeitos que os quimicos podem provocar, a curto
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(toxicidade aguda) e a longo prazo (toxicidade crénica), no ser humano e¢ em
organismos ndo alvo eventualmente expostos. E importante ter em conta as diferengas
entre os sistemas bioldgicos estudados, principalmente quando sdo estudados em
invertebrados e se pretende extrapolar para vertebrados. Esta preocupagéo € justificavel
de modo a permitir uma extrapolaciio dos resultados o mais proxima da realidade
possivel, e consequentemente mais fidvel. Para esse efeito ¢ fundamental determinar
quais os biomarcadores mais adequados para avaliar os efeitos dos diferentes poluentes,
mas também fazer a selecgfio de espécies-chave que funcionem como bioindicadores
dos ecossistemas em estudo. A selecgiio criteriosa dos parimetros de toxicidade a ser
observados, apds exposigio a agentes veiculados pelo ambiente, garante a obtengio de
respostas biologicas mensuraveis, que se relacionem com os potenciais efeitos que serdo
produzidos a diferentes niveis troficos ou de organizagdo bioldgica. A observacio de

uma alteragiio fisiolégica é assim importante, pois garanle que ndio ocorrerio sub-

avaliagdes dos potenciais efeitos toxicos (George, 1984).

Testes ecotoxicolégicos padronizados

No sentido de uniformizar a realizagio e a interpretagio dos ensaios ecotoxicologicos,
facilitando a comunicagio dos mesmos a nivel internacional, surgiram vdrias
organizagdes supra-governamentais. Assim, podemos recorrer a ensaios de toxicidade
padronizados segundo normas emanadas de organizagGes, como a Organizagio de
Cooperagio € Desenvolvimento Econémico (OCDE), a United States Environmental
Protection Agency (US-EPA) ou até mesmo da Unido Europeia.

Os produtos quimicos desempenham um papel importante na vida didria.

No sentido da salvaguarda da seguranga do Homem e do meio ambiente, quando
expostos a compostos de origem humana no seu dia-a-dia, torna-se necessdrio
quantificar os seus potenciais efeitos toxicoldgicos, de forma cuidada e criteriosa.
Assim, e visto pretendermos no presente projecto avaliar os efeitos decorrentes da
exposi¢io de um organismo aquético ao detergente cloreto de benzalcénio, utilizamos
uma norma da OCDE. As normas da OCDE, relativamente aos ensaios de produtos
quimicos, sio uma compilagdo dos mais relevantes métodos de ensaio, acordados

internacionalmente, e sdo usados pelo governo, industria e laboratdrios independentes

12



Avaliagiio ecotoxicoldgica e histopatolégica dos efeitos do cloreto de benzalcénio no peixe mosquito
(Gambusia holbrooki) apds exposigiio aguda

com o objectivo de avaliar a seguranga dos produtos quimicos.

Modalidade de avaliagdo do impacte de compostos antropogénicos no ambiente -

Biomarcadores

Como foi acima referido, ¢ fundamental caracterizar a resposta toxica que pode decorrer
da exposi¢do a agentes antropogénicos, e a0s quais os diversos organismos possam estar
expostos por via ambiental. Assim, existem parametros que se relacionam com efeitos a
nivel sub-individual que os agentes téxicos veiculados pelo ambiente podem exercer. A
alteragio de qualquer mecanismo ou via fisiologica/metabdlica/comportamental
(biomarcador) de um organismo exposto pode fornecer-nos indicagdes importantes
sobre a modalidade de actuagio do contaminante ambiental. O uso de biomarcadores
fornece assim indicagdes acerca dos riscos de exposigdo a agentes quimicos. Os
biomarcadores de toxicidade ou de efeitos adversos traduzem-se em qualquer resposta
biolégica, avaliada quando os organismos sdo expostos a um composto quimico
(Timbrell, 1996). Podemos verificar essas respostas a varios niveis: bioquimico,
morfolégico, fisiolégico, imunolégico, histologico e comportamental (Gomes de Castro
et al., 2003). Os biomarcadores permitem comparar se estes pardmetros diferem entre
um individuo exposto a um dado quimico e um individuo normal (Gomes de Castro ef
al., 2003). Podemos classificar os biomarcadores em trés grupos: biomarcadores de
exposigio, biomarcadores de efeito e biomarcadores de susceptibilidade. Os
biomarcadores de exposigio pouco ou nada nos informam acerca do significado
biologico de uma dada exposigdo a um poluente. Os biomarcadores de efeito, além da
exposi¢do, também nos informam acerca da intensidade do efeito do poluente, mas sem
no entanto indicar a causa desse efeito. Por ultimo, os biomarcadores de
susceptibilidade medem a capacidade induzida de um individuo apresentar uma resposta
a um dado composto (Gomes de Castro et al., 2003).

O uso de biomarcadores na Ecotoxicologia tem vindo a ser uma rotina muito 1til, sendo
uma ferramenta valiosa para avaliar os efeitos de agentes quimicos no ambiente (Nunes
et al., 2005). Um dos biomarcadores mais utilizados prende-se com a inibi¢do das
colinesterases por alguns agentes quimicos presentes no ambiente. Estas formas

enziméticas sdo fisiologicamente fundamentais, pelo que constituem mecanismos-chave
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cuja alteragdo pode induzir perturbagdes na fisiologia e comportamento dos organismos

€xpostos.

Actividade acetilcolinesterisica como biomarcador

As colinesterases (ChE) sdo membros de uma familia de enzimas chamadas esterases,
uma vez que apresentam a capacidade de hidrolisar ligagGes do tipo éster de uma grande
variedade de substratos (Jaganathan e Boopathy, 2000). Existem dois tipos de
colinesterases: i) as que tém alta afinidade pela acetilcolina (acetilcolinesterase — AChE)
e ii) as de baixa afinidade pela mesma (butilrilcolinesterase — BChE). Os peixes
vertebrados normalmente possuem AChE no cérebro, embora nos musculos ambas
estejam presentes (Sturm ef al., 2000). A acetilcolinesterase (AChE) € responsavel pela
hidrélise répida e efectiva do neurotransmissor acetilcolina. Esta enzima participa no
processo de transmissdo do impulso nervoso nas fendas sindpticas. A inibi¢io da AChE
traduz-se numa acumulagdo de acetilcolina nas sinapses, provocando uma estimulagio
colinérgica continua que pode desencadear, dependendo do grau de acumulagio, efeitos
agudos causando a morte dos organismos expostos aos agentes anticolinesterasicos.
Alguns dos sintomas nos animais intoxicados sdo tremores, convulsdes, paralisia e

bradicardia (Rickwood e Galloway, 2004).

A inibicdo de colinesterases (ChE) é amplamente usada como um biomarcador de
exposiciio a pesticidas, tais como carbamatos e organofosforados (Nunes er al., 2008).
O mecanismo téxico que explica a actuagio destes compostos prende-se com a inibigdo
selectiva das colinesterases dos organismos expostos. Assim, a inibi¢fo colinesterasica
constitui-se como um biomarcador altamente especifico que evidencia a exposigdo de

organismos a agentes anticolinesterasicos (Nunes er al., 2008).

No entanto, e apesar desta suposta especificidade, alguns estudos referem a
possibilidade de ser uma ferramenta (til na avaliagio da exposi¢io ambiental a outros
compostos, tais como detergentes. Alguns estudos recentes indicam que alguns
tensioactivos podem inibir a actividade de colinesterases nos animais aquaticos (Li,
2008; Pandey er al, 2003; Almeida er al, 2002). No entanto, a maior parte das

inibigdes de colinesterases foram observadas em experiéncias in vitro (Li, 2008) e muito
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poucas foram observadas em experiéncias in vivo (Li, 2008; Nunes ef al., 2008). Devido
a ser comum a existéncia de detergentes no meio aquatico, ¢ de grande relevo examinar
o efeito de diferentes tipos de detergentes na potencial inibigdo de colinesterases dos
animais aquaticos (Li, 2008). De acordo com este objectivo, o presente trabalho
envolveu a determinagio e a caracterizagdio dos efeitos téxicos decorrentes da exposicio
de um organismo aquético, ao detergente cloreto de benzalconio. Tal facto justifica-se
pela presenga de cloreto de benzalconio em preparagdes farmacéuticas e
dermocosmeéticas, pelo que é potencialmente um agente contaminante do meio aquitico

(Jaganathan e Boopathy, 2000).

A carga positiva da molécula do cloreto de benzalconio interage com vérias proteinas,
com alta afinidade e de uma forma muito especifica, influenciado as suas fungdes. Nas
jungdes neuromusculares, o cloreto de benzalconio bloquea a transmissdo do impulso
nervoso actuando como agonista da acetilcolina ja que € inibidor da acetilcolinesterase
(Jaganathan e Boopathy, 2000). Dado que o cloreto de benzalcénio tem um grupo de
amonio quaternario similar a muitos outros inibidores reversiveis de colinesterases, € de
grande interesse analisar os efeitos produzidos por ele a nivel das fungdes catalisadoras

de colinesterases (Jaganathan e Boopathy, 2000).

A anilise histopatolégica como biomarcador

As alteragSes a nivel estrutural das células, tecidos e orgdos constituem um parametro
fundamental a ser considerado na avaliagdio do potencial toxico de contaminantes sobre
os organismos vivos. Os dados histopatologicos de érgdos-alvos especificos podem
expressar condigdes ambientais assim como podem representar o tempo de exposi¢io
aos quais os organismos foram submetidos (Stentiford et al, 2003). E possivel
identificar os orgdos-alvos mais afectados pela exposi¢do a um contaminante, bem
como detectar a sensibilidade do organismo relativamente & intensidade toxica de um
dado contaminante através da alteragio morfoldgica dos tecidos, podendo-se inclusive
quantificar essa alteragio. A histopatologia permite simultaneamente diferenciar lesdes
causadas por doengas de danos induzidos pela exposigio a factores ambientais, como
poluentes. As respostas oxidativas e histopatologicas dos peixes sdo varidveis diferem

dependendo da espécie, do habitat e dos habitos alimentares, sendo que, todos os
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biomarcadores tém a vantagem de medir respostas quantitativamente com informagdes
fundamentais de relevincia ecolégica nos efeitos agudos e cronicos da poluigdo
aquatica (Stentiford et al., 2003).

Os érgdos e tecidos mais seleccionados com o intuito de aferir as respostas de um
organismo aqudtico, em particular os peixes, a4 exposicdo a um poluente e/ou
contaminante, sio as branquias e o figado (Clemente et al., 2010; Costa ef al., 2009;
Pichardo ef al., 2006).

As branquias sdo um importante 6rgdo nos peixes jd que estio em contacto directo e
constante com a dgua do meio. As brinquias sio os 6rgdos respiratdrios tipicos do meio
aquético a partir das quais se realizam as trocas gasosas. As trocas gasosas realizam-se
através de um sistema de capilares que estd em contacto directo com o meio ambiente,
pelo que dai podem ocorrer lesdes prejudiciais provocadas, por exemplo, por
sedimentos, parasitas e/ou xenobidticos. As brinquias sdo estruturas vitais para a saide
dos peixes, pois além de serem o principal ponto de trocas gasosas, estio também
envolvidas nos processos de osmorregulagdio, equilibrio acido-basico e excrecio de
compostos nitrogenados (Cengiz e Unlu, 2003 ;Ballesteros e al., 2009; Costa ef al,
2009).

Foi demonstrado através de varios estudos histopatologicos, em que peixes eram
expostos a poluentes, que as brnquias eram tecidos primérios para a poluigio aquatica.
Este facto explica-se pelo facto das branquias serem uma das principais vias de entrada
dos poluentes no organismo. Danos a nivel das brinquias podem ser prejudiciais a
sande dos peixes e por isso sdo consideradas um optimo indicador dos niveis de

poluigfio da agua (Cengiz e Unlu, 2006).

O figado é o principal érgio com potencial de biotransformagdo, bioactivagdo e
excrecio de xenobidticos sendo por isso, um dos principais orgdos alvo que pode
reflectir a exposigio a contaminantes (Clemente ef al., 2010). Este érgio exerce uma
fungfio basica na conversdo dos alimentos, armazenamento de compostos de reserva,
biotransformagdo e desintoxicagio quando em presenga de compostos toxicos
antropogénicos; por isso, qualquer disfungdio a nivel deste 6rgdo pode alterar de forma

significativa a saide do peixe (Velmurugan ef al., 2007). As células hepéticas tém um
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papel fundamental em diversas fun¢des essenciais para a sobrevivéncia da espécie tais
como no metabolismo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono. Servem, também, de
local de armazenamento para muitos nutrientes tais como a glucose. Além disso, estiio
envolvidas no processo da hematopoiese, durante a vida larvar do peixe, na produgdo de

anticorpos e na secregfio biliar (Velmurugan ef al., 2007).
Material de estudo

A captura, aclimatagdo e utilizagdo de organismos para ensaios de ecotoxicidade, em
geral é realizada de acordo com as normas da Organizagio de Cooperagiio e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE), sob condigdes controladas. Estes organismos
sdo expostos a diferentes factores de stress tais como a sua captura, o seu transporte € a
sua adaptagdo as condi¢des laboratoriais (Quintaneiro ef al, 2008), com consequéncias
na qualidade dos resultados. Devido a este facto, é muito importante escolher a espécie
de peixe mais adaptavel as condi¢des laboratoriais de forma aos resultados serem os
mais rigorosos possiveis. Algumas das caracteristicas requisitadas s3o por exemplo o
facil manejo dos peixes, uma Optima reprodutibilidade dos ensaios e resultados,

disponibilidade durante todo o ano, sensibilidade aos toxicos € pequenas dimensdes.

O presente estudo envolveu a utilizagdo de individuos da espécie de peixe dulgaquicola
Gambusia holbrooki (n.v. gambusia), capturados na regido centro de Portugal

continental, na Pateira de Fermentelos, Aveiro.

Gambusia holbrooki pertence a familia dos Poeciliidae e € vulgarmente conhecido
como peixe mosquito ou gambusia devido ao facto de se alimentar de larvas de
mosquito. Parece ter sido introduzido em Portugal no século XIX, na bacia do rio Sado,
para controlar ou eliminar os mosquitos veiculos da malaria (Cabral ef al., 1998). E
encontrado em condigdes de clima temperado, incluindo estudrios e rios portugueses. E
geralmente abundante, pois tem uma fecundidade muito elevada, ficil de capturar e
pode ser mantido sob condigdes controladas em laboratério. E capaz de se adaptar
facilmente a variadas condigdes ambientais. Adapta-se melhor a dguas temperadas de

fluxo lento ou paradas, com alguma vegelagiio aquética. O peixe mosquito € um
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omnivero oportunista ja que se alimenta de insectos terrestres que caem na superficie da
dgua, bem como invertebrados aquaticos {algas filamentosas, zooplancton € besouros

por exemplo) (Cabral e/ al., 1998).

A manutencio desta espécie em laboratério é relativamente ficil ji que podem ser
mantidos em aquarios de pequenas dimensdes devido ao seu pequeno tamanho (machos
medem entre 2 a 2,5 cm e as fémeas entre 5 a 6 cm) apresentando dimorfismo sexual
(Nunes et al., 2008). O facto de se adaptar a dguas salobras e possuir as caracteristicas
intrinsecas enunciadas anteriormente, torna Gambusia holbrooki uma espécie adequada

a testes de ecotoxicidade em condigdes estuarinas (Nunes et al., 2008).

Figura 1 - Material biolégico - Gambusia holbrooki (adaptado a partir de

http://www.bretagne-environnement.org).

Objectivos do trabalho

O presente trabalho destina-se a avaliar os efeitos agudos causados por diversas
concentragdes do tensioactivo catidnico cloreto de benzalconio, sobre a actividade das
colinesterases (ChE) presentes na totalidade da cabega de gambusia (Gambusia

holbrooki) e em pardmetros histopatologicos nos tecidos hepdtico e branquial.
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Material e Métodos

Captura dos organismos

Os peixes foram capturados na Pateira de Fermentelos com uma rede de camaroeiro
(2007). Apds a captura dos peixes, as fémeas foram rejeitadas e libertadas e os machos
adultos foram mantidos sob condigdes controladas em laboratorio (dgua desclorada,
temperatura a 20°C, fotoperiodo correspondente a 16 horas de luz e 8 horas de escuridéo
e arejamento continuo), durante um periodo de um més antes de efectuar os testes de
toxicidade. A diferenciacio entre os machos e as fémeas foi feita a partir da
visualizagio da morfologia externa, nomeadamente da barbatana anal. Este periodo
visou proporcionar uma quarentena (um més) durante a qual os animais doentes ou
feridos foram eliminados. Os peixes foram alimentados diariamente com comida de

peixe disponivel no comércio (Sera Vipan®).
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Figura 2 — A e B - Pateira de Fermentelos ¢ uma lagoa natural, localizada no tridngulo
Agueda, Aveiro, Oliveira do Bairro, antes da confluéncia do Rio Cértima com o Rio
Agueda, pertencendo na sua parte Sul ao Concelho de Agueda (freguesias de Ois da

Ribeira, Espinhel e Fermentelos) (adaptado a partir de http://i.olhares.com e
http://media.photobucket.com).

Exposigiio ao téxico

A fase de exposigio foi realizada segundo a norma 203 (OECD, 1992), que diz respeito
aos ensaios de toxicidade aguda aquitica com peixes. Segundo o que ¢ preconizado
nesta norma, os peixes foram expostos & substincia em estudo durante um periodo de
96h. O ensaio foi validado ja que a mortalidade dos peixes que serviram de controlo ndo
excedeu os 10 por cento, no final do ensaio. As condi¢gdes mantiveram-se constantes a0
longo do ensaio: a concentragiio de oxigénio dissolvido foi monotorizada (de modo a
garantir que nio se encontraria abaixo de 60 por cento de percentagem de saturaciio em

oxigénio ao longo de todo o ensaio).

Os intervalos de concentragdes foram escolhidos tendo em conta o valor do LCsp
calculado para espécies muito similares & Gambusia holbrooki, sendo o Goldfish
(Tanichthys albonubes) e o Zebrafish (Danio rerio) (em termos de dimensdes, habitat e
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condigdes bioldgicas) (Intorre ef al. 2007). As concentrag¢des de cloreto de benzalcénio
foram as seguintes: 0.024, 0.047, 0.0938, 0.1875 e 0.375 mg/l. Este ensaio também teve
um controlo (peixes ndo expostos). Os machos adultos foram expostos individualmente
em 200 ml de agua da torneira previamente desclorinada. Para cada concentragdio foram
usadas 10 réplicas (10 peixes machos expostos individualmente). Mantiveram-se as
condigdes abidticas constantes ao longo do ensaio (fotoperiodo correspondente a 16
horas de luz e 8 horas de escuriddo, temperatura de 20£1°C e arejamento continuo). Ao
longo da exposigdo ndo foi fornecido qualquer alimento aos peixes. O material usado
para este ensaio foi constituido por recipientes de pldstico, lavados com dgua destilada.
O meio, em que estavam inseridos os peixes, foi renovado 48 horas apés o inicio da
exposigdo. Pardmetros como a mortalidade, o pH, a temperatura e o oxigénio dissolvido
foram monitorizados ao longo do periodo de exposigiio, de forma a validar o método.
Apbs a exposigio, os peixes foram processados de modo a proceder a determinacéo da

actividade colinesterasica e da quantificagio das alteragdes histopatolégicas.

Determinacio da actividade colinesterasica

Os machos foram sacrificados por decapitagio, tendo de seguida homogeneizado os
tecidos da cabega, em tampdo fosfato gelado (0.1 M, pH = 7.2). Os tecidos
homogeneizados foram centrifugados a 3300 rpm durante 3 minutos e os sobrenadantes
foram utilizados para proceder 4 determinagiio enzimdtica. A actividade colinesterasica
foi determinada pelo método de Ellman ef al. (1961) adaptado a microplaca, conforme
descreveu Guilhermino ef al. {1996), mas usando 0,050 ml de tecidos homogeneizados
e 0,250 ml de solugdio de reacgdo. A concentragiio da proteina presente nas amostras foi
determinada de acordo com o método de Bradford (1976) adaptado a microplaca, de
forma a expressar a actividade enzimdtica em fungfio do teor proteico das amostras
analisadas. Foi determinado que a forma colinesterdsica predominante presente na
cabega da Gambusia holbrooki era a acetilcolinesterase, que usualmente se apresenta
sob forma globular ancorada &s membranas pds-sinapticas (Nunes et al., 2005). De
acordo com os resultados obtidos por Nunes er al. (2005) a acetilcolinesterase é a
enzima predominante no homogeneizado da cabega total dos peixes Gambusia

holbrooki.
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Analise histolégica

Apés o sacrificio dos animais, procedeu-se ao isolamento dos tecidos hepatico e
branquial. O tratamento ao qual foram sujeitas as 10 réplicas de peixes para cada
concentragdo, inclusivé as 10 réplicas do grupo controlo, foi por ordem de execugéo a
fixagio quimica em soluciio Bouin, a descalcificagdo, seguida da desidratagdo numa
série de solugdes de dlcool, com graduagdes crescentes de 70 a 100%. A seguir
realizou-se a fixagdo em parafina (56-58°C) e os respectivos cortes num micrétomo
rotativo (5-7 pm). Os cortes em finas lamelas foram fixados em ldminas e corados com
hemotoxilina-eosina. Observaram-se as ldminas ao microscdpio optico em diferentes
ampliagbes (10x e 40x) e por fim procedeu-se a analise qualitativa de alteragdes

estruturais ao nivel das brinquias e do figado.

Tratamento dos dados e andlise estatistica

Apds terem sido verificados os pressupostos associados & realizagiio de testes
estatisticos paramétricos (distribuigdo normal e homogeneidade de varidncias), a
detecgdo de eventuais diferengas entre grupos foi feita com recurso a uma anélise de
varidncia unifactorial (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnet. O nivel de significancia

(o) foi de 0,05.

Resultados

Anilise enzimaitica

O cloreto de benzalcénio ndo provocou nenhuma resposta a nivel da actividade
colinesterasica (F = 1.89; d.f. 5,49; p > 0.05), apos exposi¢do aguda. Embora se observe

uma pequena diminuigdo da actividade colinesterasica esta ndo foi considerada

significativa.
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Figura 3 — Efeitos do cloreto de benzalcdnio sobre a actividade da acetilcolinesterase a
partir do homogeneizado da cabeca total do macho G. holbrooki. Os valores
correspondem A media das dez réplicas em ensaio com as correspondenies barras de

erro padriio.

Anilise histopatologica

Apos 96h de exposicdo ao cloreto de benzalcénio, nas condi¢des laboratoriais acima
enunciadas, observaram-se algumas lesdes a nivel das brinquias, nas diferentes
concentragdes assim como no controlo (anexo 1), nomeadamente fusdo das lamelas

secundarias, levantamento epitelial e edema intra-epitelial.

Relativamente ao figado, este apresentou um aspecto normal, sem quaisquer indicios de

alteragdio tecidular (anexo 2).

Comparando qualitativamente o controlo relativamente aos grupos expostos as

diferentes concentragSes de cloreto de benzalconio ndo se observam diferengas
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significativas. Ou seja, apesar de se ter efectuado apenas uma anilise qualitativa,

verificou-se que a distribuigdo das diferentes lesdes foi regular em todos os grupos.
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Discussio

Uma das principais observagdes que se podem tirar deste trabalho foi uma auséncia de
resposta significativa da actividade da AChE apds exposi¢do ao cloreto de benzalcénio.
Em teoria, os residuos provenientes de detergentes tém a capacidade de interagir com as
formas colinesterasicas ancoradas 4s membranas pos-sindpticas, inibindo dessa forma a
sua actividade fisiolégica hidrolitica (Rickwood e Galloway, 2004). No entanto, o
cloreto de benzalcénio ndio causou uma inibi¢do significativa da actividade da AChE in
vivo. Estudos anteriores foram realizados a fim de demonstrar que ocorria inibigio
colinesterasica apds exposigio a detergentes (Guilhermino ef al., 1996; Guilhermino, er
al., 2000). A exposigio de machos de Gambusia holbrooki ao cloreto de benzalcdnio
ndo suscitou qualquer modificagio mensuravel significativa na actividade da AChE.
Sugere-se entdio que sob condigdes in vivo, o cloreto de benzalconio pode ndo atingir
uma concentragiio suficientemente significativa no sistema nervoso do organismo para
sustentar o rompimento da estrutura da membrana celular ou uma interacgdo com a
enzima e portanto dessa forma ndo causar nenhum efeito evidente sobre a actividade da
ACHhE. Este facto pode dever-se 4 extrema dificuldade em absorver grandes quantidades
de detergente a partir do meio exterior e/ou & extensa degradagio bioldgica devida a
metabolizagio (Nunes ef al., 2005). O facto deste tipo de composto ser pouco
absorvido/extensivamente degradado e eliminado no tracto gastrointestinal dos peixes
pode questionar a utilizagio da inibigdo da actividade da AChE em programas de
biomonitorizagdo. A exposicio a detergentes pode niio ser convenientemente avaliada
utilizando como biomarcador a actividade da AChE. As diferengas entre os resultados
da literatura e os obtidos neste trabalho também sugerem diferencas inter-especificas
nos mecanismos de toxicidade, que devem ser bem entendidas antes da utilizagio de

modelos animais em Ecotoxicologia e ensaios de biomonitorizagiio (Nunes ef al., 2005).

Segundo Cserhati er al. (2002) as bases moleculares da actividade bioldgica e
toxicologica dos detergentes anidnicos ainda ndio esta inteiramente entendida. Sabe-se
que os detergentes anidnicos conseguem ligar-se as proteinas e modificar a actividade
de viérias enzimas, ou outro tipo de células, resultando numa disfun¢@io. Mesmo assim, a
relagfio quantitativa entre parimetros moleculares, bioldgicos e actividades ambientais

ainda nidio foi elucidada em detalhes. Qutro trabalho realizado por Nunes et al. (2006)
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demonstrou que apods exposiciio de A. parthenogenetica a um agente aniénico, SDS, a
inibicdo da actividade da ChE nio foi significativa. O SDS causou in vitro uma inibigio
significativa da actividlade da AChE, embora em exposi¢dio in vivo ndo tenha
desencadeado nenhuma resposta a nivel deste biomarcador. Estas diferencas sugerem
que o mecanismo de actividade do SDS sobre a AChE depende da capacidade de este
exercer umn efeito inibitério directo (Nunes et al., 2005) por formagdo de micelas que
aprisionam a ACHE membranar no seu interior e impedem a hidrélise do substrato
utilizado na determinagio por intermédio do método de Ellman. Ao utilizar um agente
capaz de destabilizar emulsdes (alterando a constante dielétrica do meio), tal como o
etanol, foi possivel causar um aumento na actividade da AChE total, até valores normais
e mesmo na presenca de elevadas concentragbes deste detergente. Esta conclusio
aponta para o envolvimento e capacidade do detergente SDS no comprometimento da
actividade acetilcolinesterasica, mas somente em altas concentragdes e em exposigio in
vitro (Nunes ef al., 2005). A auséncia de efeitos decorrentes do ensaio in vivo pode ser
consequéncia de uma menor absorgio de SDS, proveniente do meio externo, devido
provavelmente as barreiras fisiologicas, do organismo, que impediram a entrada do
detergente e, consequentemente, impossibilitaram a visualizagiio de efeitos directos
(Nunes et al., 2005).

Os diferentes grupos do presente estudo, apresentaram todos lesdes similares, que
podem ter ocorrido devido ao facto das concentragdes, ou ainda o tempo de exposigio,
ndo terem sido suficientemente elevados para causar modificagdes estruturais a nivel do
orgdo. Os diferentes danos histopatoldgicos causados a nivel das brinquias podem ter
sido respostas a curto prazo, devido ao stress induzido pelo tensioactivo, mas que apos
algum tempo as respectivas células teriam a capacidade de recuperar (Alvarez-Mufioz et

al. 2009). Dessa forma podemos afirmar que ndo houve correlagio entre efeito/dose.

Segundo os estudos conduzidos por intermédio de Li (2008), os efeitos toxicos
genéricos dos detergentes podem ser observados através de danos a nivel das branquias
e epiderme dos vertebrados aquaticos, pelo que estes tecidos especificos sio geralmente
bons indicadores de danos tdxicos.

A toxicidade genérica do cloreto de benzalconio tem sido amplamente estudada na

sequéncia de intoxicagdes nos humanos por este composto Riechelmann er al.,, (2004).
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Um dos principais aspectos da toxicidade do cloreto de benzalconio € a sua afinidade
com estruturas bioldgicas, tais como cilios. Segundo o trabalho de Riechelmann ef al.
(2004) a exposi¢io da mucosa nasal humana a preparagbes farmacéuticas que
contenham cloreto de benzalconio pode causar ciliotoxicidade devido ao aumento do
teor em mieloperoxidase e uma inflamagio geral. Este composto também foi
considerado toéxico quando utilizado em preparagdes intra-oculares, usadas em
operagdes cirirgicas para tratar cataratas, por terem sido observadas virias alteragdes
histolégicas (Eleftheriadis er al., 2002). Estes estudos sugerem que a anilise
histopatologica pode servir como metodologia alternativa valiosa para estudar os efeitos
causados pelo cloreto de benzalconio, em vez de quantificar a actividade da AChE. Em
termos de ecotoxicidade, outros autores realizaram previamente a avaliag@io dos riscos
decorrentes da exposicio ao cloreto de benzalconio. Como demonstrou Intorre et al.
(2007) este composto é¢ moderadamente tdxico (em termos de mortalidade) para pimpio
(Carassius auratus) quando comparado com vdrios outros compostos utilizados nos
processos de aquicultura, tais como a formalina, o verde malaquite € o permanganato de

potassio.

Segundo Cengiz e Unlu (2003), cujo trabalho incidiu na avaliagio histolégica de danos
a nivel do tecido branquial de Gambusia affinis ap6s exposi¢io a um insecticida
(malatidio), as brinquias constituem um optimo bioindicador de exposigio e efeito.
Alvarez-Muiioz ef al. (2009) também apresentaram um estudo onde se destacaram
danos a nivel branquial tais como fusio lamelar, edema intraepitelial e levantamento de

camadas epiteliais, apos exposi¢io de Solea senegalensis a um tensioactivo anidnico.

Danos a nivel das brinquias tais como proliferagdo tecidular, fusio da lamela
secunddria e deslocamento do epitélio branquial revelaram forte correlagio com formas
de contaminagio aguda. Por outro lado, danos do tipo aneurisma podem estar
associados ao stress causado durante o sacrificio. Devido as modificagdes observada nas
brinquias serem pouco especificas, jd que também foram observadas no grupo controlo,
estas podem ser meramente um reflexo a adaptagdes fisiologicas devido a um possivel

estado de stress (Alvarez-Mufioz ef al. 2009).
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Relativamente ao tecido hepatico como biomarcador histopatoldgico, este também é
uma ferramenta Uutil na avaliagio do papel dos contaminantes aquiticos nos
ecossistemas (Lang ef al., 2006). Na espécie piscicola Gobiocypris rarus este tecido
demonstrou sofrer alteragdes tais como acumulagdo lipidica no citoplasma, hipertrofia
dos hepatdcitos, aumento do tamanho nuclear apds exposicio a compostos
octilfendlicos e etinilestradiol (Zha er al., 2007). No peixe africano Clarias gariepinus o
tecido hepatico, apds exposi¢io a um herbicida (glifosato), sofreu as seguintes
alteragdes: aumento do tamanho dos hepatdcitos, aumento do tamanho do nicleo e
nicleos picndticos, aumento da densidade do tecido conjunctivo, vacuolizagio, isto
ap6s exposi¢do a um herbicida (glifosato) (Olurin e al., 2006). Foram detectados sinais
de vacuolizagio hepdtica, que provavelmente pode ser causada por acumulagio de
glicogénio, lipidos ou dgua nos hepatacitos. No entanto, a vacuoliza¢do é uma resposta

comum a diversos compostos quimicos (Liao ef al., 2006).

Juntamente com a polui¢do, outras condigdes exdgenas podem influenciar a analise
histopatologica caracteristica de um orgdo. Para minimizar as alteragdes histologicas
que sdo causadas por outras varidveis que ndo as causadas pelo contaminante em
estudo, uma selecgiio padronizada da amostra deve ser tida em conta (Bernet ef al.,
1999). Para tal, idealmente tem de se ter em conta o tamanho da amostra, a espécie, a
idade, o sexo e estidio de maturidade sexual, a estagdo do ano da amostragem e das

possiveis migragdes da amostra (Bernet et al., 1999).
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Anexos



Anexo 1 - Secgio de filamentos brinquiais de Gambusia holbrooki do grupo controlo
(40x). Levantamento da camada epitelial [JIIFusdo das lamelas secundéria
BEH Edema intraepitelial.

Anexo 2 - Arquitectura de uma secgiio de figado de Gambusia holbrooki do grupo

controlo (40x). = Hepatocito



Anexo 3 - Secgio de filamentos brinquiais de Gambusia holbrooki do grupo exposto a

uma concentragdo de cloreto de benzalconio de 0.023 mg/L (10x)

Anexo 4 - Arquitectura de uma secgio de figado de Gambusia holbrooki do grupo

exposto a uma concentragdo de cloreto de benzalcénio de 0.023 mg/L (40x)



Anexo 5 - Secgio de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki do grupo exposto a

uma concentragio de cloreto de benzalcdnio de 0.047 mg/L (40x)

Anexo 6 — Arquitectura de uma sec¢do de figado de Gambusia holbrooki do grupo

exposto a uma concentragio de cloreto de benzalconio de 0.047 mg/L (40x)



Anexo 7 — Secgdo de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki do grupo exposto a

uma concentracdo de cloreto de benzalcénio de 0.094 mg/L (10x)

Anexo 8 — Arquitectura de uma secg¢do de figado de Gambusia holbrooki do grupo

exposto a uma concentragdo de cloreto de benzalconio de 0.094 mg/L (40x)



Anexo 9 — Secgido de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki do grupo exposto a

uma concentragio de cloreto de benzalconio de 0.19 mg/L (40x)

Anexo 10 — Arquitectura de uma sec¢dio de figado de Gambusia holbrooki do grupo

exposto a uma concentragdo de cloreto de benzalconio de 0.19 mg/L (40x)



Anexo 11 - Secgio de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki do grupe exposto

a uma concentragdo de cloreto de benzalcénio de 0.375 mg/L (40x)

Anexo 12 - Arquitectura de uma secgiio de figado de Gambusia holbrooki do grupo

exposto a uma concentragiio de cloreto de benzalcdnio de 0.375 mg/L (40x)






