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Resumo

A contaminag¢do antropogénica dos ecossistemas aquaticos por uma classe emergente de
poluentes, os residuos de farmacos de utilizagdo generalizada, tem sido um assunto de
forte debate na comunidade cientifica internacional. Os firmacos relinem caracteristicas
que os tornam um foco de crescente preocupagdo do ponto de vista ambiental e de saude
publica, visto possuirem actividade farmacologica, serem resistentes aos processos de
metabolizacdo, poderem sofrer fendmenos de biomagnificagdo e bioacumulacdo, e
serem ambientalmente ubiquos e libertados em elevadas quantidades para o ambiente,
por vezes sem qualquer tratamento prévio. Entre os compostos antropogénicos
encontrados no meio ambiente, os detergentes idnicos sdo muito frequentes. A presenca
destes agentes pode causar alteragdes em organismos expostos, passiveis de serem
quantificadas por via de ferramentas analiticas apropriadas. Os efeitos decorrentes da
exposi¢ao de fémeas imaturas de Gambusia holbrooki (n.v. peixe mosquito) a um
detergente de uso farmacéutico generalizado, o cloreto de benzalconio, foram avaliados
através do estudo de eventuais alteracdes histologicas, em dois orgdos-alvo em
particular, as branquias e o figado. Varios exemplares de G. holbrooki foram expostos a
diferentes concentragdes subletais de cloreto de benzalconio (0,025 mg/l; 0,1 mg/l; 0,4
mg/l) durante varios periodos de tempo (4, 14 e 28 dias). Ao nivel das branquias foram
detectadas alteragdes histopatologicas, tais como, levantamento epitelial, fusdo das
lamelas secundérias, hiperplasia, aneurismas e descamagao das lamelas secundarias. Ao
nivel hepético foram detectados sinais ligeiros de vacuoliza¢do. Contudo a anélise semi-
quantitativa e quantitativa dessas alteragdes ndo detectou quaisquer diferencas
significativas entre os grupos controlo e os grupos de teste nas diferentes concentragdes
e nos diferentes tempos de exposicao, sugerindo uma acg¢ao relativamente indécua do

cloreto de benzalcénio nos animais expostos.
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Abstract

Benzalkonium chloride is a detergent with effective germicide and preservative
properties, commonly used in several pharmaceutical and personal care products. The
histopathological effects of benzalkonum chloride on the liver and gills of mosquitofish,
Gambusia holbrooki, were studied by light microscope in tissues stained with
hematoxylin and eosin. The fish were exposed to sublethal concentrations (0,025 mg/l,
0.1 mg/l and 0.4 mg/l) of benzalkonium chloride for 4, 14 and 28 days. Qualitative
histological examination of both organs showed a variety of minor cellular alterations
(e.g. lifting up of epithelium, intraepithelial oedema, fusion of adjacent secondary
lamellae and hepatocytes vacuolization), also present in the control group. Almost
changes are of minimal pathological importance, suggesting that the lesions were easily
reversible as exposure to benzalkonium chloride ceased. In addition, gill
morphometrical indices were used to test any physiological disturbance of the
respiratory surface with exposure to benzalkonium chloride. However, statistical
analysis did not find any relationship between the concentration and/or duration of

exposure, suggesting that benzalkonium chloride has little effect on mosquitofish.
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Introducio:

A contaminagdo antropogénica dos ecossistemas aquaticos tem sido provocada
por muitos residuos de farmacos, devido a sua utilizagdo quotidiana generalizada e
elevado consumo, o que tem gerado um interesse crescente na comunidade cientifica
internacional. Algumas actividades antropogénicas t€ém colocado em risco a satde dos
ecossistemas aquaticos, devido a libertacdo indiscriminada de poluentes, que afectam
directamente os animais aquaticos (Breseghelo et al., 2004; Ying, 2006).

Os farmacos, em particular, reinem caracteristicas que os tornam um foco de
crescente preocupacdo do ponto de vista ambiental e de saude publica: possuem
actividade farmacologica, s3o particularmente resistentes aos processos de
metabolizacdo, podem sofrer fenomenos de biomagnificacdo e bioacumulagdo, sdo
ambientalmente ubiquos e sdo libertados em elevadas quantidades para o ambiente
normalmente sem qualquer tratamento prévio (Nunes et al., 2004; Kostich et al., 2008;
Wharfe et al., 2010). No entanto, e apesar de serem detectados frequentemente residuos
de produtos farmacéuticos nas aguas de superficie, devido a escassez de dados
ecotoxicologicos, ainda ndo ¢ possivel, na maioria dos casos, fazer uma avalia¢do real
do impacto provocado por residuos de produtos farmac€uticos nos organismos
aquaticos (Hoeger et al., 2005).

Nos ultimos anos o crescimento populacional e o desenvolvimento industrial
acelerado tém causado situagdes preocupantes de contaminacdo costeira em todo o
mundo. Demonstrou-se que a acumulagcdo de produtos quimicos xenobidticos em
sedimentos, 4gua do mar ou em organismos-alvo, estd directamente ligado a efeitos
adversos para a saude, quer em seres humanos, quer em peixes (Bhagwant e Elahee,
2007). Embora os niveis de contaminantes em sistemas bioticos e abioticos possam ser
facilmente aferidos utilizando técnicas analiticas vulgares, actualmente as ferramentas
disponiveis para profissionais que trabalham na avaliacdo da satde dos peixes sdo
pouco precisas (Bhagwant e Elahee, 2007).

A poluicao dos sistemas aquaticos resulta principalmente das descargas de
efluentes industriais, agricolas e domésticos, sendo que os peixes sao expostos
frequentemente a dgua altamente contaminada, especialmente em areas onde a taxa de

dilui¢do de aguas residuais ¢ reduzida (Bernet et al., 1999). Outras fontes adicionais de

Tiago Balula Projecto de Pos-Graduagao/
Dissertagdo



Avaliagdo dos efeitos histologicos ao nivel das branquias e figado no peixe mosquito 2011
(Gambusia holbrooki) apos uma exposi¢do a cloreto de benzalconio.

contaminagdo por medicamentos de utilizagdo humana s3o as 4guas residuais
provenientes dos hospitais e dos aterros sanitarios (Fent, 2008).

Usualmente os efeitos adversos ocorrem sobretudo quando os contaminantes: a)
ndo sdo, ou sao apenas, parcialmente degradados; b) apresentam uma elevada accao
biologica; ¢) possuem um elevado potencial de acumulacao e d) e t€ém efeito sinérgico
ou aditivo, caso existam varios contaminantes no meio (Bernet et al., 1999). Nos peixes
a poluicdo da agua pode levar a diversas alteragdes estruturais, individuais e
populacionais (Bernet et al., 1999).

Dentro dos poluentes encontrados no ambiente, incluem-se a classe dos
detergentes. A presenca destes agentes tensioactivos pode causar alteracdes em
organismos expostos, passiveis de serem quantificadas e por intermédio de ferramentas
analiticas (biomarcadores de exposicao e/ou de efeito) devidamente avaliadas (Amorim,
2003).

Geralmente os detergentes sdo constituidos por um grupo polar (que pode ter
carga ou ndo) que sofre facilmente solvatacdo em 4agua (hidroéfilo), e uma cadeia
hidrocarbonada nado polar que ndo ¢ facilmente dissolvida em 4gua (hidrofoba). Ou seja,
estes agentes combinam caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas numa s6 molécula
(anfipatia) (Scott e Jones, 2000). Os grupos polares ou hidrofilicos podem ser
carregados (anidnicos ou catidnicos) ou neutros (polioxietileno, residuos de
polihidroxilo, etc). Entre os grupos polares carregados, encontram-se grupos como os
fosfatos, aminas, sulfatos e carboxilos; entre os grupos polares nao carregados
encontram-se os grupos hidroxilo, carbonilo, éster ou o grupo carboxilo protonado. A
parte apolar da molécula dos tensioactivos ¢ composta por grupos hidrofobicos, em
geral hidrocarbonetos, sejam cadeias alifaticas ou grupos aromaticos ou policiclicos.
Esta parte da molécula tem uma baixa solubilidade em dagua devido ao "efeito
hidrofébico", provocado, ndo tanto pela atrac¢do entre grupos apolares mas,
principalmente pela dificuldade em romper as fortes interacgdes entre as moléculas de
agua. Os grupos polares ndo ionicos sdo hidrofilos mais fracos do que os grupos
carregados, pelo que a sua energia de interac¢do com solucdes aquosas € também
inferior. No caso dos tensioactivos nao ionicos, os grupos polares nao carregados sao
em geral maiores do que as caudas hidrofobicas (Helenius e Simons, 1975).

A concentragdo de agentes tensioactivos nos rios e lagos ¢ funcdo da época do

ano, da distancia dos trogos de aguas as zonas residenciais, ¢ depende ainda das
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condi¢gdes ambientais, como sejam a densidade do trafico maritimo, intensidade de
exploracdo de petroleo/gas no mar alto e das descargas diurnas de aguas residuais nao
tratadas (Cserhati et al., 2002). A contaminacgdo das adguas subterraneas ocorre devido ao
tratamento incompleto e ineficaz dos efluentes nas ETARs. A avaliacao dos efeitos
adversos dos tensioactivos permitiu verificar que estes compostos apresentam efeitos
toxicos sobretudo ao nivel do ambiente marinho nomeadamente na flora da zona
costeira (Cserhati et al., 2002).

O cloreto de benzalconio ¢ um composto catidnico e estd inserido no grupo de
compostos de amonio quaternario; estas sdao moléculas com pelo menos uma longa
cadeia alquilica ligada a um 4tomo de nitrogénio carregado positivamente. Contudo
outros grupos substituintes alquilicos podem ocorrer sendo na maioria de cadeia curta,
como substituintes metil ou benzilicos. (Nalecz-Jawecki et al., 2003). O comprimento
da cadeia alquilica determina ndo s6 as caracteristicas fisico-quimicas do tensioactivo,
mas também pode ter um papel preponderante no destino e efeitos deste composto no
ambiente (Ying, 2006). Sendo compostos de amoénio quaternario, apresentam uma
superficie com propriedades especificas o que permite a sua utilizagdo como
tensioactivos, mas também utilizados como agentes amaciadores téxteis, antiestaticos,
germicidas, emulsionantes e desodorizantes. O cloreto de benzalconio possui marcada
natureza biocida, o que o torna um excelente conservante em produtos farmacéuticos
(solugdes oftalmicas, compostos nebulizadores, sprays nasais); ¢ também util como
desinfectante de superficies em centros de satide e hospitais (Effendy e Maibach, 1996;
Jaganathan e Boopathy, 2000; Kummerer, 2001).

A toxicidade dos tensioactivos ¢ determinada primariamente pela capacidade
que estes t€ém de adsorverem e penetrarem a camada bifosfolipidica da membrana
celular de organismos aquaticos. No entanto, o mecanismo de toxicidade molecular dos
tensioactivos ndo estd bem esclarecido, embora saibamos que a interac¢do com lipidos
membranares parece perturbar a integridade da membrana, causando efeitos toxicos. A
disrupcdo da integridade membranar ¢ possivelmente causada pela interferéncia na
permeabilidade das proteinas membranares. Um possivel mecanismo de disrupcao da
integridade membranar, ¢ por via do stress oxidativo que tem efeitos perniciosos
podendo levar a uma diminui¢ao da fluidez e a um aumento da permeabilidade a certos

10es na membrana (Li, 2008).
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Os peixes sao organismos adequados para monitorizar a poluicdo ambiental no
meio aqudtico, visto que, concentram alguns poluentes provenientes directamente da
agua e, também através da sua dieta, nos seus tecidos (Ayas et al., 2007). A espécie
Gambusia holbrooki, vulgarmente designada por gambusia ou peixe-mosquito, pertence
a familia Poeciliidaec e ¢ originaria da América do Norte, tendo sido introduzida
posteriormente em diversos paises europeus, asiaticos, africanos e australianos com o
proposito de ser um agente controlador de mosquitos (vectores de transmissdo de
doencas); actualmente estd distribuido a nivel global (Cabral et al., 1998; Oscoz et al.,
2008). E um peixe de reduzidas dimensdes (2-2,5 cm nos machos, até 5-6 cm nas
fémeas) que apresenta dimorfismo sexual evidente. Este peixe possui alta fecundidade e
tem sido considerado como um consumidor secundario representativo dos ecossistemas
aquaticos. Esta naturalmente presente em ecossistemas de dgua doce (lagos, rios) assim
como se encontra igualmente bem adaptado a ecossistemas estuarinos (dgua salobra).
Prefere aguas temperadas, de fluxo lento ou paradas, rodeadas de alguma vegetacao
aquatica, e tende a evitar zonas de agua profunda, com correntes e densa vegetagdo, que
pode obstruir o acesso a alimentacdo e a superficie. Esta espécie de peixe ¢ um
omnivoro oportunista, ¢ alimenta-se de uma gama diversa de insectos terrestres como
formigas e moscas que caem na superficie da 4gua, assim como invertebrados aquaticos
incluindo percevejos, besouros, larvas de moscas, zooplancton, algas filamentosas,
fragmentos de frutos e outros tecidos vegetais (Cabral et al., 1998; McKay et al., 2001).

G. holbrooki ¢ um organismo eurialino amplamente distribuido em sistemas de
agua doce e estuarios de regides temperadas, normalmente utilizado para estudo
experimental dos efeitos dos poluentes quimicos a diferentes niveis de organizagdo
biologica, desde um nivel celular a populacional (Beaudouin, 2007). Além disso sdo
animais facilmente mantidos e manipulados em laboratério (Cengiz e Unlu, 2003;
Guillette et al., 2003). Todas estas caracteristicas permitem considerar esta espécie
como um modelo animal adequado em Ecotoxicologia (Nunes et al., 2004).

As andlises quimicas de diversas matrizes ambientais por si s6 ndo sao
suficientes para descrever os efeitos adversos da mistura complexa de substancias
quimicas presentes nos locais contaminados (Ayas et al., 2007). Além disso falta-lhes a
relevancia ecoldgica. Assim, e no sentido de se apurar os efeitos bioldgicos decorrentes
das substidncias no ambiente, desenvolveu-se e implementou-se o conceito de

biomarcador. Os biomarcadores podem ser definidos como uma resposta bioldgica que
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fornece uma medida de exposicao ao poluente ou ao efeito toxico (Handy et al., 2002).
Uma vantagem dos biomarcadores ¢ a possibilidade de serem aplicados no terreno, onde
as variacdes espaciais e temporais a exposi¢do de poluentes e/ou efeitos toxicos podem
ser medidas. Independente da finalidade e aplicacao dos biomarcadores, estes podem ser
classificados em diversos tipos (Timbrell, 1998): a) os biomarcadores de exposi¢ao
podem ser usados para confirmar e avaliar a exposi¢do individual, ou de um grupo, a
uma substancia em particular, estabelecendo uma liga¢do entre a exposi¢ao externa e a
quantificagdo da exposicao interna; b) os biomarcadores de efeito podem ser usados
para explicar as alteragdes biologicas ou efeitos adversos decorrentes da exposi¢ao e
absorcao da substancia quimica. Desta forma, a ligagdo dos biomarcadores de exposi¢ao
e de efeito contribuem para a defini¢do da relacdo dose-resposta; ¢) e os biomarcadores
de susceptibilidade permitem elucidar o grau de resposta dos individuos provocada pela
eXposicao .

De entre os biomarcadores mais utilizados em analise ecotoxicoldgica moderna,
podem salientar-se as avaliagdes istoldgicas. A histologia representa uma ferramenta
util na avaliacdao da poluicao aquatica, nomeadamente para estudo dos efeitos sub-letais
e cronicos resultantes da exposicao a poluentes (Cengiz ¢ Unlu, 2003). Foi alias
demonstrada em varios estudos a utilidade da deteccdo de lesdes histoldgicas como
indicadores sensiveis e fidedignos para avaliar a saude de populagdes de peixes
(Bhagwant e Elahee, 2007; Schlacher et al., 2007). No entanto, a auséncia de dados
numéricos quantificaveis torna dificil estabelecer relacdes de causa-efeito entre os
padroes de doenca e os niveis de contaminagdo e consequentemente avaliar o
significado das diferencas entre os grupos pesquisados. Por esta razdo, as pesquisas
actuais sobre caracteristicas histopatologicas de animais expostos, estdo agora
concentradas em indices histopatoldgicos de modo a fornecer dados numéricos com
base numa abordagem semi-quantitativa e quantitativa (Costa et al., 2009). Algumas
destas abordagens foram utilizadas com sucesso em alguns estudos que avaliaram a
progressdo de lesdes em diversos orgdos de peixes, com a vantagem de proporcionar
indices individuais (e.g. Schwaiger, 2001; Van Dyk et al., 2007; Costa et al., 2009;
Triebskorn et al., 2008) e em estudos de biomonitorizagao (e.g. DelValls et al., 1998;
Riba et al., 2004, 2005) por via da aplicagdo de anélise estatistica apropriada.

Os organismos aquaticos ao serem expostos a poluentes, sofrem danos

estruturais significativos nos seus orgaos, podendo alterar a estrutura histologica e
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comprometer a fun¢ao do 6rgao. Esta exposi¢ao causa algumas alteragdes metabolicas,
sendo iniciadas com mudangas ao nivel das células e tecidos. Embora os dados
qualitativos sejam usados na maioria dos casos para estudar patologias causadas por
poluentes ambientais, sao os dados quantitativos que demonstram melhor as reacgdes
dos organismos aos poluentes (Ayas et al., 2007). A histopatologia ¢ por isso uma
resposta de elevada sensibilidade e reflecte alteracdes prévias, quer a nivel fisioldgico,
quer nas func¢des bioquimicas (Nero et al., 2006).

Nos peixes a fragilidade dos tecidos epitelial e conjuntivo torna a pele, a parede
dos capilares, a coluna vertebral, o globo ocular, e as visceras, em particular as
branquias e o figado, estruturas fortemente susceptiveis a fendmenos toxicos
consequentes a episodios de poluicdo (Halver et al., 1975), Estas alteragdes tém sido
comprovadas por numerosos autores (e.g. Lim e Lovell, 1978; Chavez e Matinez, 1991;
Martins, 1994).

As branquias sdo importantes Orgdos nos peixes pois realizam numerosas
funcdes que incluem a respira¢do, osmorregulacdo, excrecdo de produtos nitrogenados
residuais e regulagdo do equilibrio acido-base (Cengiz ¢ Unlu, 2003; Campagna et al.,
2007; Cinar et al., 2009). A sua multifuncionalidade, a vasta area de superficie que
ocupam ¢ a sua localizacdo relativamente ao meio externo, fazem das branquias um
orgdo chave para a ac¢do directa dos poluentes existentes no meio aquatico. Nesse
sentido, as alteragdes histologicas da branquia sdo reconhecidas como um método
rapido e valido para determinar os danos causados pela exposicao a diferentes poluentes
nos peixes (Garcia-Santos et al., 2007; Cinar et al., 2009). O comprometimento
funcional das branquias causado por poluentes pode portanto prejudicar
significativamente a satide dos peixes, bem como a propria sobrevivéncia (Leonardo et
al., 2001).

O figado desempenha um papel importante em fungdes vitais dos peixes,
nomeadamente no metabolismo, transformacdo, acumulagdo e excre¢do de
contaminantes (Carrola et al., 2009). As células hepaticas tém um papel fundamental em
diversas fungdes 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 como a glucose. Além disso, estdo envolvidas no
processo de hematocitopoiese, na producdo de anticorpos e na secregdo biliar (Melo et

al., 2004). Por esta razdo, o figado responde rapidamente a presenca de poluentes,
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demonstrando prontamente alteracdes estruturais e funcionais (Figueiredo-Fernandes et
al., 2006).

A histopatologia do figado ¢ considerada uma ferramenta de biomonitorizacao
que prevé os efeitos causados por contaminantes ambientais em populagdes de peixes
selvagens, funcionando como um dos indicadores mais fidveis para avaliar os efeitos na
saude dos peixes causados por actividades antropogénicas (Carrola et al., 2009). Devido
a crescente evidéncia da relagdo causa-efeito entre os poluentes ambientais e a
ocorréncia de lesdes hepaticas em peixes, os estudos sobre a histopatologia hepatica em
peixes tem sido cada vez mais incorporada em programas de monitorizagdo dos efeitos
bioldgicos (e.g. Koehler, 2004; Lang et al., 20006).

O objectivo do presente trabalho foi avaliar eventuais efeitos histopatologicos,
ao nivel das branquias e do figado, causados pela exposi¢ao de individuos de Gambusia

holbrooki a diferentes concentragdes e tempos de exposicao de cloreto de benzalconio.

Material e Métodos:

Os peixes utilizados neste estudo foram capturados na Pateira de Fermentelos
(40° 34’ 30°°N; 8° 30’ 56°° W), na regido centro de Portugal, com redes de mao (vulgar
camaroeiro) em Outubro de 2009. Apds a captura, os peixes foram devidamente
acondicionados e transportados para o laboratério numa arca de pléstico aerificada.
Com base na morfologia externa, em particular na forma da barbatana anal e na forma
do ventre (Pyke, 2005), os machos foram descartados e as fémeas imaturas, foram
seleccionadas e acondicionadas sob condi¢cdes laboratoriais controladas: agua salobra
desclorada a 6 psu, temperatura 20°C, fotoperiodo controlado (16 h luz ¢ 8 h de
obscuridade) e arejamento continuo. Os animais foram sujeitos a um periodo de
quarentena durante duas semanas antes dos testes de toxicidade propriamente ditos. Os
animais foram alimentados de 2 em 2 dias ad libitum com comida comercial para peixe
(Sera Vipan ®).

Os peixes foram divididos em quatro grupos (grupo controlo, concentragao
baixa, concentragdo média e concentragao alta) e colocados em aquarios de vidro
separados com capacidade para 50 litros. Cada aquario era constituido por 40

exemplares de peixe-mosquito.
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Os peixes do grupo controlo, foram expostos in vivo somente a dgua salina 6 psu
e os outros trés grupos de peixes foram expostos in vivo a concentracdes subletais de
cloreto de benzalconio (concentragdo baixa: 0,025 mg/l; concentragdo média: 0,1 mg/l;
concentracdo alta: 0,4 mg/l) durante um periodo de 28 dias. Durante este periodo
procedeu-se a renovagdo de 80% da dgua de cada aqudrio a cada 2 dias e adicionou-se
um volume conhecido de solucdo sfock de forma a ajustar as respectivas concentragdes
de cloreto de benzalconio. No final do ensaio a mortalidade dos peixes no grupo
controlo foi inferior a 10% (OCDE, 1984, 1992, 2000).

As condigdes abidticas foram rigorosamente controladas durante o periodo de
exposic¢do: fotoperiodo controlado (16 h luz e 8h obscuridade), temperatura da agua
(18,5+0,5°C), pH (8.48+0,14) e arejamento continuo.

O sacrificio dos peixes decorreu ao longo do tempo de exposi¢do. Ao 4°, 14° ¢
28° dias foram retirados 10 peixes de cada aquario perfazendo um total de 30 peixes de
cada grupo no final da exposicao.

O processamento histologico consistiu em mergulhar os peixes inteiros em
solucdo de Bouin durante 24 horas para fixacdo quimica. Foram posteriormente
descalcificados, desidratados através de uma séric de solu¢des de alcool com
graduagdes crescentes (70%, 80%, 90% e 100%), embebidos em parafina (56-58°C) e
seccionados (5-7 um) num micrétomo manual rotativo no plano lateral. As secgdes
foram coradas com hematoxilina-eosina e examinadas por microscopia Optica
convencional. As branquias foram examinadas a 100 e 200 X, enquanto, o figado foi
examinado a 100 e 400 X. Foram realizadas microfotografias com recurso a uma
camara digital.

As alteragdes histopatologicas foram avaliadas qualitativamente e semi-
quantitativamente segundo o método proposto por Bernet et al. (1999). As alteragdes
foram classificadas em seis categorias principais (distarbios circulatdrios, proliferativos,
degenerativos, inflamatdrios, estruturais e citoplasmaticos). No célculo do indice
patologico foi atribuido um grau de severidade as alteragdes (1 a 6) com base na area
afectada. Além disso, foram atribuidos factores de importancia (1 a 3) a cada alteragao
como medida avaliativa do grau de impacto sobre o peixe (Tabela 1). O célculo dos
indices branquial (Ig) e hepatico (Il) resultou do somatdério dos factores atras

enunciados.
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A anélise quantitativa das branquias foi efectuada num filamento branquial de
cada individuo tendo em linha de conta as seguintes medi¢des: comprimento lamelar
secundario (SLL), espessura da lamela secundéria (SLW), distancia interlamelar (ID) e
espessura da lamela primaria (BET). Para o calculo do valor médio individual foram
realizadas trés medicoes, respectivamente na regido distal, central e proximal de um
filamento branquial de cada individuo (Nero et al., 2006) (Fig. 1).

Apods se ter verificado que os pressupostos relativos a utilizagdo de testes
estatisticos paramétricos estavam cumpridos, nomeadamente homogeneidade de
variancias ¢ distribuicdo normal dos dados, correu-se uma analise de wvariancia
bifactorial. Os factores foram o tempo de exposi¢do (com 3 niveis) e a concentragdo do
detergente (com 4 niveis). Caso a hipétese nula fosse rejeitada, realizou-se de seguida
um teste a posteriori (teste de Dunnett) Os testes estatisticos foram executados com o
software SigmaPlot 11.2 Todos os procedimentos estatisticos foram executados de
acordo com Zar (1996). Usou-se um nivel de significancia de 95% nos procedimentos

estatisticos.
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Figura 1 - Seccdao de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki onde se pode
observar as medi¢des quantitativas das branquias (SLL: comprimento da lamela
secundaria; SLW: espessura da lamela secundaria; ID: distancia entre lamelas
secundarias; BET: espessura da lamela primaria) usadas na analise morfométrica das
branquias.
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Resultados:

A exposi¢do cronica de Gambusia holbrooki a diferentes concentragdes de
cloreto de benzalconio e a diferentes tempos de exposicao nas condigdes experimentais
definidas ndo causou alteracdes qualitativas significativas comparativamente ao grupo
controlo. Contudo, verificou-se de uma forma generalizada, incluindo em alguns
exemplares do grupo controlo, a ocorréncia de alteracdes histopatologicas tais como,
levantamento epitelial, fusdo das lamelas secunddrias associada com a hiperplasia
epitelial e presenca de alguns aneurismas (Figs. 2 e 3). O tecido hepatico apresentou
uma arquitectura normal, com hepatdcitos com nticleos de tamanho normal e sem sinais
de necrose (Fig. 4A). No entanto, verificou-se em alguns casos sinais de vacuolizagdo
(Fig.4B).

Desta forma, verificou-se que a distribuicao das diferentes lesdes foi uniforme
nos diferentes grupos (expostos e controlo). Neste sentido ndo houve correlacio entre a

dose e/ou tempo de exposicao/efeito.
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Figura 2 - Seccao de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki do grupo controlo ao
4°dia (2A: filamentos branquiais com uma aparéncia normal; 2B: levantamento epitelial

generalizado - setas).
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Figura 3 - Seccdo de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki (3A: sinais de fusao
das lamelas secundarias associada a hiperplasia epitelial — circulos - na concentragdo
0,025 mg/l de cloreto benzalconio e ao 4°dia de exposi¢do; 3B: fusdo das lamelas
secundarias — setas — na concentragdo 0,5 mg/l de cloreto benzalcénio e ao 14°dia de
exposic¢do; 3C: dois aneurismas (seta) na lamela secundaria — seta — na concentracdo de

0,025 mg/1 de cloreto benzalcénio e ao 14°dia de exposi¢ao.
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Avaliagdo dos efeitos histologicos ao nivel das brdnquias e figado no peixe mosquito 2011
(Gambusia holbrooki) apos uma exposi¢do a cloreto de benzalconio.
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Figura 4 — Arquitectura de uma sec¢do de figado de Gambusia holbrooki (4A: sem
alteracdes histopatologicas; 0,025 mg/l de cloreto benzalconio e ao 4°dia de exposigdo;

4B: vacuolizagdo hepatica; grupo controlo ao 14°dia).
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Os dados semi-quantitativos demonstram que as altera¢des histopatologicas
estdo distribuidas de uma maneira uniforme nos grupos controlo como nos grupos
expostos (Figura 5), sem qualquer diferenca significativa entre grupos (andlise de
variancia bifactorial, P>0,05).

A andlise dos dados quantitativos relativos as alteracdes observadas nas
branquias para os varios parametros morfométricos também nao evidenciam qualquer
relagdo entre a concentragcdo do poluente, o tempo de exposicdo ou para a interac¢ao

entre os dois (analise de variancia bifactorial, P>0,05) (Figuras 6 a 9).

Tabela 1 — Alteragdes observadas e respectivo factor de importancia para as branquias.

Padrao de reaccao Alteracio Factor de
importancia
Branquias
Disttrbios Aneurisma 1
Circulatérios
Alteragdes Levantamento epitelial 1
regressivas Descamacgao 1
Fusdo lamelar 1
Alteragdes Hiperplasia 2
progressivas
Tiago Balula Projecto de Pos-Graduagao/
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(Gambusia holbrooki) apos uma exposi¢do a cloreto de benzalconio.
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Figura 5: Indice patologico branquial para os diferentes grupos (CC: concentragio
controlo; CB: concentragdo baixa; CM: concentracdo média; CA: Concentracdo alta) ao

longo do tempo (valor médio + erro padrdo).
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Figura 6 — Variacdo do comprimento da lamela secundaria (SLL) para os diferentes
grupos (CC: concentracdo controlo; CB: concentragdo baixa; CM: concentragao média;

CA: concentracgdo alta) ao longo do tempo (valor médio + erro padrao).
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(Gambusia holbrooki) apos uma exposi¢do a cloreto de benzalconio.
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Figura 7: Espessura das lamelas secundarias (SLW) para os diferentes grupos (CC:
concentragdo controlo; CB: concentragdo baixa; CM: concentracdo média; CA:
concentragdo alta) ao longo do tempo de exposicao (valor médio + erro padrdo).
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Figura 8: Espessura das lamelas primarias (BET) para os diferentes grupos (CC:
concentragdo controlo; CB: concentragdo baixa; CM: concentracdo média; CA:
concentracdo alta) ao longo do tempo de exposi¢do (valor médio + erro padrao).
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(Gambusia holbrooki) apos uma exposi¢do a cloreto de benzalconio.
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Figura 9 — Distancia entre as lamelas secundarias (ID) para os diferentes grupos (CC:
concentracdo controlo; CB: concentracdo baixa; CM: concentracdo média; CA:

concentracdo alta) ao longo do tempo de exposi¢do (valor médio + erro padrao).

Discussio:

Um elevado numero de agentes terapéuticos, depois da sua eliminacao do corpo
do paciente, sdo lancados inalterados para o meio ambiente aquatico. Desta forma existe
um elevado nimero de compostos quimicos que sdo encontrados no meio ambiente e
que sofrem degradacdo bioldgica pelos organismos presentes nos ecossistemas
aquaticos. Estes compostos tém particular interesse se possuirem uma importante
actividade bioldgica, mesmo a baixas concentragdes. Além disso, alguns deles sao
bioacumulaveis e/ou biomagnificaveis ao longo das cadeias alimentares. Além dos
compostos farmacéuticos, por si sO, os seus metabolitos podem também possuir
actividade bioldgica que pode ser semelhante ou totalmente diferente do composto
original. Além disso, a entrada de compostos farmacéuticos no meio ambiente deve ser
considerada como um processo continuo, no qual pequenas quantidades de uma enorme

variedade de substancias sao sistematicamente libertadas (Nunes et al., 2004).
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Actualmente, os farmacos, nomeadamente os agentes tensioactivos, sdo uma das
causas de poluicdo antropogénica dos meios aquaticos (Amorim, 2003). A toxicidade
genérica do cloreto de benzalcéonio tem sido amplamente estudada na sequéncia de
intoxicagdes nos humanos por este composto. Um dos principais aspectos da toxicidade
do cloreto de benzalconio ¢ a sua afinidade com estruturas biolégicas membranares, tais
como cilios (Eleftheriadis et al., 2002). A titulo de exemplo sabe-se que a exposi¢do da
mucosa nasal humana a preparagdes farmacéuticas que contenham cloreto de
benzalconio pode causar ciliotoxicidade devido ao aumento do teor em mieloperoxidase
fruto de um processo inflamatorio (Riechelmann et al., 2004). Este composto também ¢
considerado toxico quando utilizado em preparagdes intra-oculares, usadas em
operagdes cirurgicas para tratar cataratas, por terem sido observadas varias alteracdes
histoldégicas no olho (Eleftheriadis et al., 2002).

As respostas oxidativas e histopatologicas dos peixes a contaminantes variam
com a espécie, com o seu habitat € mesmo como os seus habitos alimentares (Ayas et
al., 2007). Os biomarcadores tém a vantagem de medir respostas quantitativamente
validas e com relevancia ecologica ao nivel da poluicao aquatica (Ribeiro et al., 2007).
Nos tultimos anos verificou se um acréscimo da utilizagdo de biomarcadores
histopatologicos na monitorizagdo, tanto ao nivel da qualidade ambiental, como na
satide dos organismos que habitam os ecossistemas poluidos (Bernet et al., 1999; Ayas
et al., 2007; Costa et al., 2009).

A utilizagdo de biomarcadores histopatoldégicos na monitorizagdo do meio
ambiente acarreta grandes vantagens, visto que permite examinar Orgdos-alvo
especificos, tais como, as branquias, os rins ¢ o figado, que sdo responsdveis por
fungdes vitais, como respiragdo, excre¢ao ¢ acumulagdo/biotransformagdao de
xenobioticos em peixes. Além disso, as alteragdes estruturais encontradas nestes 6rgaos
sdo normalmente mais faceis de identificar que as funcionais, e servem como sinais de
aviso de danos para a satide animal (Camargo e Martinez, 2007).

A vantagem do uso de ferramentas histologicas como biomarcadores reside na
sua localizagdo intermédia no que respeita ao nivel de organizagdo biologica. As
alteragOes histologicas aparecem como uma resposta aos efeitos sub-letais, sendo a um
método rapido para detectar os efeitos de irritantes, especialmente cronicos, em varios
tecidos e orgdos (Bernet et al., 1999). Uma das dificuldades mais importantes dos

estudos histopatoldgicos em peixes esta relacionada com a falta de especificidade das
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lesdes e alteracdes provocadas por um contaminante ou classe de contaminantes, o que
prejudica, e muito, a avaliagdo da causa-efeito, quando estdo envolvidos vérios toxicos.
Por outro lado, as patologias ao nivel do tecido sdo, de longe, melhor descritas na
espécie humana do que nos peixes, podendo, em alguns casos, surgir discrepancias,
quer na terminologia, quer na identificagdo de lesdes. No sentido de resolver este
problema, estd sendo realizados trabalho de pesquisa, com o ambito de fornecer
orientacdes sobre os parametros histopatologicos de exposicdo a xenobidticos (e.g.
Koehler, 2004). Outro ponto fulcral serd o de conseguir atribuir um real significado
biologico as lesdes analisadas (Costa et al., 2009).

Alguns autores propdem que os indices de condi¢do devam considerar a
importancia relativa das lesdes, visto que algumas alteracdes podem implicar um
prejuizo maior para um 6rgao do que para os outros. Estes indices de ponderagdo t€m
sido desenvolvidos de modo a preencher esta lacuna através da atribui¢ao de uma escala
de valores a lesdes especificas de acordo com o seu impacto no peixe (Costa et al.,
2009). Existe uma miriade de estudos de patologias de peixes em laboratério (e.g.
Couch, 1975; Couch, 1984; Forlin et al., 1986;. Grady et al., 1992; Braunbeck, 1998),
no entanto, ¢ surpreendentemente, sdo poucas as tentativas da aplicacao sistematica de
biomarcadores histopatologicos no terreno a ecossistemas de agua doce. Estes estudos
tém demonstrado que os biomarcadores histopatologicos sao muito sensiveis e podem
revelar a etiologia téxica de acordo com o tipo de contamina¢ao ambiental (Handy et
al., 2002). Apesar destas vantagens, os biomarcadores histopatologicos nao sao
utilizados em rotina regulatéria de monitorizacao na satde dos peixes na Europa (Handy
et al., 2002).

Os peixes teledsteos possuem cinco pares de arcos branquiais constituidos por
numerosos filamentos branquiais, nos quais se inserem as lamelas secundarias num
angulo recto e que representam a superficie funcional respiratoria (Leonardo et al.,
2001; Garcia-Santos et al., 2007). A nivel do revestimento, as branquias possuem um
epitélio do tipo simples pavimentoso. As lamelas primdrias sd3o sustentadas por um
tecido cartilaginoso e possuem muitos vasos sanguineos, enquanto que as lamelas
secundarias sdo constituidas por trés camadas de cé€lulas: duas de células pavimentosas e
uma camada intermédia constituida por células pilares. Os prolongamentos das células
pilares formam os capilares sanguineos através dos quais ocorrem as trocas gasosas

(Rossi et al., 2008). As branquias participam em muitas fungdes importantes nos peixes,
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tais como a osmorregulacdo, respiragdo e excre¢do, € permanecem em contacto estreito
com o ambiente externo e sdo particularmente sensiveis as mudangas na qualidade da
agua (Leonardo et al., 2001; Breseghelo et al., 2004; Cengiz e Unlu, 2006; Camargo e
Martinez, 2007).

Muitos agentes quimicos, fisicos e biologicos podem produzir alteragdes
histologicas no tecido branquial, como edema e hiperplasia epitelial das lamelas
secundarias, infiltracdo de células epiteliais, fusdo lamelar, como também a morte de
células mucosas, devido a longos periodos de hipersecrecao de muco. Estas alteragcdes
provém de uma resposta defensiva crénica a infec¢des parasitarias, bacterianas ou a
irritantes quimicos (Leonardo et al., 2001; Breseghelo et al., 2004).

A avaliagdo histoldgica do dano causado por um insecticida (malatido) no tecido
branquial de Gambusia affinis demonstrou ser um eficaz bioindicador de exposi¢ao e
efeito (Cengiz e Unlu 2003). Outro estudo de avaliacdo de efeito de um tensioactivo
anionico a nivel histopatoldgico em tecido branquial, em Solea senegalensis, evidenciou
também fendmenos de fusdo lamelar, edema intraepiteleal, levantamento de camadas
epiteliais (Alvarez-Mufioz et al., 2009). Coutinho e Gokhle (2000) observaram
levantamentos epiteliais nas branquias de carpas (Cyprinus carpio) e tipalia
(Oreochromis mykiss) expostas ao efluente de uma estagdo de tratamento de aguas
residuais. Engelhadt et al. (1981) observou levantamento epitelial e fusdo lamelar em
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas a residuos de petréleo. Alteragdes
similares também foram descritas para peixes expostos a metais € contaminantes
organicos (Camargo e Martinez, 2007).

Alteragdes como o levantamento epitelial, hiperplasia e hipertrofia das células
epiteliais sdo exemplos de mecanismos de defesa, pois levam a diminuicao da area de
contacto com a agua, funcionando como uma barreira para a entrada de contaminantes,
embora com prejuizo para a fungdo respiratoria (Camargo e Martinez, 2007; Garcia-
Santos et al., 2007). Essas alteracdes ndo sdo especificas e podem ser induzidas por
diferentes contaminantes (Mallat et al., 1985). Como consequéncia do aumento da
distancia entre agua e sangue, devido a elevacdo epitelial, o consumo de oxigénio ¢
comprometido. No entanto, os peixes tém a capacidade de aumentar a sua taxa de
ventilagdo, para compensar o baixo consumo de oxigénio (Camargo e Martinez, 2007).

A maior parte das lesdes branquiais sdo efeitos subletais causados por

exposicoes cronicas sub-letais; no entanto também podem ocorrer algumas alteracdes
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nos vasos sanguineos quando os peixes estdo sujeitos a um tipo mais grave de stress.
Neste caso, as células pilar danificadas podem resultar num aumento do fluxo sanguineo
no interior das lamelas, provocando a dilatagdo do canal marginal, congestdo de sangue
ou mesmo um aneurisma. A formacgao de aneurismas esté relacionado com a ruptura das
c€lulas pilar devido ao aumento do fluxo sanguineo ou até devido aos efeitos directos de
contaminantes nessas células. Este ¢ um tipo de lesdo grave, da qual também ¢ possivel
recuperar, mas mais dificil do que as alteragdes epiteliais (Camargo e Martinez, 2007).

No presente estudo, foram detectadas diversas alteracdes histopatoldgicas, tais
como, fusdo das lamelas secundarias, hiperplasia, aneurisma e levantamento da camada
epitelial das lamelas secunddrias, sendo esta alteracdo predominante. As alteracdes
evidenciadas ndo podem ser consideras especificas, visto que ocorreram de uma forma
geral, tanto nos grupos teste como nos grupos controlo. Estes resultados podem também
significar que, os grupos controlo estavam afectados, independentemente do periodo de
quarentena a que estiveram sujeitos; ou entdo trata-se de variagdes normais individuais.
Estas alteragcdes sdo facilmente revertidas por supressdo do agente causador (Bernet e
tal., 1999). Os aneurismas foram observados de forma muito pontual (cloreto
benzalconio 0,025 mg/l ao 14° dia) e podem ser interpretado como um reflexo da acgao
directa do agente toxico (Camargo e Martinez, 2007) ou uma alteragcdo histolégica
associada ao stress mecanico causado durante o sacrificio dos animais.

O figado ¢ o 6rgdo mais importante no processo de desintoxicacao sobretudo
devido a sua posicao interposta na circulacdo porta-hepatica e como tal ¢ dos 6rgaos
mais afectados pelos contaminantes da dgua (Camargo e Martinez, 2007). O tecido
hepatico ¢ composto por células parenquimais (células hepaticas ou hepatocitos) e uma
rede de suporte constituida por fibras reticulares (Braunbeck, 1998). A analise
histolégica de hepatdcitos, exactamente por desempenharem varias fungdes vitais
(metabolismo bésico, producdo de bilis, vitelogénese, acumulacio, biotransformagdo e
excrecdo de contaminantes organicos € inorganicos) representam um tipo de
biomarcador com grande sensibilidade ambiental (Braunbeck, 1998).

O tamanho das células hepaticas em preparagdes microscopicas reflecte o seu
estado funcional fisiologico, podendo se apresentar em estados hiperfuncional (aumento
do volume celular, nucleo e nucléolo) e hipofuncional (diminui¢do do volume celular,
nucleo e nucléolo) (Melo et al., 2004). Varios estudos sugerem a utilizagdo do tecido

hepatico como biomarcador histopatologico, pois este tecido demonstra ser uma

Tiago Balula Projecto de Pos-Graduagao/
Dissertagdo
20



Avaliagdo dos efeitos histologicos ao nivel das branquias e figado no peixe mosquito 2011
(Gambusia holbrooki) apos uma exposi¢do a cloreto de benzalconio.

ferramenta util na avaliacdo da qualidade da agua e do papel dos contaminantes
aquaticos nos ecossistemas (Lang et al., 2006). Na espécie piscicola Gobiocypris rarus
este tecido demonstrou sofrer varias alteragdes (acumulacdo lipidica no citoplasma,
hipertrofia dos hepatdcitos, aumento do tamanho nuclear) apds exposicdo a compostos
octilfendlicos e etinilestradiol (Zha et al., 2007). No peixe africano Clarias gariepinus o
tecido hepatico sofreu alteragdes (aumento do tamanho dos hepatdcitos, aumento do
tamanho do nucleo e nucleos picnoéticos, aumento da densidade do tecido conectivo,
vacuolizacao) apds exposicdo a um herbicida (glifosato) (Olurin et al., 2006).
Corydoras paleatus sujeitos a contaminagdo por pesticidas evidenciaram alteragdes
hepaticas tais como uma forma irregular dos hepatdcitos, vacuolizacdo do citoplasma e
nucleos com disposi¢do excéntrica. Os vacuolos no citoplasma dos hepatocitos contém
lipidos e glicogénio, sendo a diminui¢do de glicogénio nos hepatdcitos normal para
animais sujeitos a stress, porque o glicogénio actua como reserva de glicose para
fornecer mais energia em situacdes deste tipo (Camargo e Martinez, 2007). Desta
forma, o aumento da vacuolizagdo dos hepatdcitos como um sinal de doengas
degenerativas, ¢ um processo que sugere que os danos metabodlicos estdo possivelmente
relacionados com a exposicao a agua contaminada (Pacheco e Santos, 2002). Contudo a
presenca de glicogénio nos vacuolos dos hepatocitos demonstrado pelo método PAS
sugere que a vacuolizagdo ndo necessita de estar relacionada necessariamente com um
processo degenerativo (Camargo e Martinez, 2007).

No presente trabalho foram detectados sinais de vacuolizacdo hepatica, que
provavelmente pode ser causada por acumulag¢do de glicogénio, lipidos ou agua nos
hepatocitos. No entanto, a vacuoliza¢do ¢ uma resposta inespecifica e comum a diversos
compostos quimicos (Liao et al., 2006).

A andlise qualitativa e estatistica das alteragdes observadas neste trabalho sugere
que o cloreto de benzalconio ¢ relativamente indcuo para a gambusia, ndo tendo sido
observada qualquer relacdo entre a concentragdo e/ou duracdo de exposi¢do. Estes
resultados vém apoiar um estudo recente que também nao detectou qualquer inibi¢ao in
vivo da actividade da acetilcolinesterase numa exposicao aguda de G. hoolbroki ao

mesmo composto (Gongalves et al,. 2010).
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