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Resumo

Atualmente a poluicdo e contaminagdo do meio aquatico devido a crescente descarga de
efluentes domésticos, industriais ou agricolas, intencionais ou acidentais, € um assunto
relevante de Salde Publica, sendo alvo de vérios estudos e debates na comunidade
cientifica e civil. Os farmacos, em funcéo do seu elevado consumo e ineficaz remogéo
pelas estacdes de tratamento de aguas residuais, sdo continuamente libertados para o
compartimento aquéatico sob a sua forma original ou de metabolito secundario. Os
farmacos utilizados na saude humana, prética veterinaria e aquacultura, possuem
caracteristicas fisico-quimicas que lhes conferem elevada persisténcia ambiental
exercendo, frequentemente, toxicidade em organismos nao-alvo ao nivel de varios
niveis tréficos. A sua acumulacdo no ambiente aquéatico tem demonstrado ser capaz de
induzir mudangas patologicas nos peixes, a mais numerosa classe de vertebrados deste
compartimento. Assim, o estudo dos efeitos toxicoldgicos na salude do ecossistema
reveste-se de uma importancia primordial, pelo que a caracterizacdo e quantificacao
deste risco é fundamental. Os peixes sdo o alvo deste trabalho pois sdo considerados
espécies sentinelas, sendo utilizados como indicadores primarios da qualidade da agua,
permitindo uma avaliagdo dos efeitos causados pela exposi¢do continuada e
concentracdes sub-letais de xenobidticos, em particular aos farmacos. A histologia é
considerada uma ferramenta sensivel e util para a determinacao do estado de satde dos
peixes, registando os efeitos da exposicdo aguda ou crénica destes organismos aos
xenobidticos aquéticos. Neste trabalho fez-se uma revisdo bibliogréafica sobre os efeitos
histopatolégicos de alguns farmacos ao nivel dos principais 6rgaos afetados nos peixes

(e.g. figado, rim e génadas).

Palavras-chave: Meio ambiente; poluentes emergentes; organismos aquaticos;

histopatologia
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Abstract

Nowadays, pollution and contamination of the aquatic environment as a consequence of
human activities is a major concern in what regards public health, as shown by the
increasing number of scientific studies and debate within the scientific community.

Several drugs used in human health, in light of their intensive use and deficient
treatment, are continuously discharged to the environment, ultimately ending in aquatic
compartments, either in their native form or as metabolites. A relevant number of drugs
used in human health, veterinarian medicine or aquaculture display physical and
chemical characteristics that confer them high environmental persistence, which
frequently results in toxicity phenomena in non-target organisms across several trophic
levels. Their accumulation in aquatic environments has been increasingly associated
with pathological alterations in fish, the most representative class of vertebrates in the
aquatic environment. Thus, the toxicological impact of these molecules in aquatic and
human health are of pivotal importance, with the characterization and quantification of
these risks being essential. In this work the organisms under study will be fish, as they
are used as early markers of water quality, hence allowing the evaluation of the effects
triggered by xenobiotics, in particular pharmaceuticals. Histopatholoy is a sensitive and
useful tool for determining the health status of fish, being used for following the effects
of acute or chronic exposition of fish to aquatic xenobiotics. In this work, a literature
review focusing on the histopathological effects of some drugs on fish will be
presented, with particular emphasis on the most relevant organs affected (e.g. liver,

kidney and gonads), with special emphasis on gills.

Keywords: Environment; emerging pollutants; aquatic organisms; histopathology
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1. Introducéo

A presenca de residuos de produtos farmacéuticos no compartimento aquético tem
sido crescentemente referida como um exemplo de poluentes antropogénicos
emergentes em estudos de monitorizacdo ambiental (Zuccato et al. 2000; Corcoran et al.
2010). A sua elevada taxa de utilizacdo diaria € uma das causas da contaminacgéo
antropogénica do meio aquético.

A par da sua utilizacdo intensiva, as caracteristicas fisico-quimicas de varios
farmacos, tais como elevada lipofilia, fendmenos de biomagnificacdo e bioacumulacéo,
resultam frequentemente em elevada persisténcia ambiental (Bernet et al. 1999b; Elahee
et al. 2007). A isto acresce o facto de, além dos farmacos nativos, serem encontrados
frequentemente os seus metabolitos e/ou produtos de degradagédo (Kostich et al. 2008).

Os efluentes domeésticos e hospitalares estdo entre as fontes mais relevantes destas
moléculas, sendo igualmente de referir o contributo das explorac6es pecuarias (Bester et
al. 2008; Strauch et al. 2008; Fatta-Kassinos et al. 2010).

A relagdo entre a acumulacdo de produtos xenobidticos — compostos tdxicos
naturais ou antropogénicos — em aguas e nos organismos aquaticos e consequentemente
0 aparecimento de problemas de salde tanto em peixes como em seres humanos tem
vindo a ser demonstrada (Elahee et al. 2007). Estes efeitos nefastos tém mostrado ser
problematicos ndo s6 a curto prazo, mas também a nivel crénico, na medida em que
podem comprometer a pureza hidrolégica de bacias hidrograficas e reservatorios
subterraneos, em funcéo da sua elevada persisténcia ambiental (Bernet et al. 1999a).

A toxicidade destes xenobidticos pode estar relacionada com fatores quimicos
como a sua lipofilia (aumento da absorcdo e distribuicdo do xenobidtico, diminuindo a
sua excre¢do), tamanho, estrutura quimica, pK,, entre outros. Por outro lado existem
fatores bioldgicos a ter em conta, como a espécie do peixe em estudo, o sexo, fatores
geneéticos, dieta, idade, possiveis estados patolégicos, entre outros (Braunbeck et al.
1998).

Entre as classes de farmacos j& encontradas em concentracdes toxicologicamente
relevantes em aguas superficiais e subterraneas podem destacar-se 0s analgésicos, as
hormonas, os anti-inflamatorios e os anticonvulsivantes, entre outros (Zuccato et al.
2000; Buerge et al. 2006; Huerta-Fontela et al. 2007).
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Os peixes sdo, frequentemente, vulnerdveis a toxicidade causada por estes

xenobidticos como consequéncia do contacto constante e proximo da pele e branquias
com o veiculo hidrico circundante, assim como com sedimentos e material particulado.
Este fendmeno é aumentado em locais com baixa taxa de diluicdo da &gua, sendo
considerado por muitos autores como um indicador relevante e apropriado para a o nivel
de poluicdo ambiental (Bernet et al. 1999a; Breseghelo et al. 2004; Figueiredo-
Fernandes et al. 2006; Ayas et al. 2007). Além do contacto direto ja referido, o efeito
nocivo dos xenobioticos pode, também, ser desencadeado por via tréfica através da
ingestdo de presas contaminadas (Van Der Oost et al. 2003).

Ao nivel dos peixes, as consequéncias deste tipo de poluicdo podem ser
diversificadas, variando entre pequenas alteragcdes bioquimicas, danos a nivel celular
e/ou mudancas a nivel populacional, de acordo com o mecanismo de acdo e severidade
do efeito toxicoldgico (Bernet et al. 1999a). Em todos 0s casos, porém, é importante
conhecer o mecanismo de acdo dos xenobidticos, os quais induzem alteracdes ao nivel
da biologia celular e/ou molecular e que frequentemente se manifestam em niveis de
organizacdo superior a célula, nomeadamente a nivel tecidular ou dos 6rgédos. Estas
disfuncbes levantam problemas que se podem manifestar a varios niveis, quer em
termos do seu crescimento, quer a nivel da reproducdo. Nos peixes 0s 0rgdos mais
afetados sdo o figado, rim, branquias e a pele, sendo como tal considerados indicadores
diretos do estado de satde dos peixes (Adams 1990; Bernet et al. 1999a).

Embora escassos, existem ja alguns estudos de revisdo sobre a toxicidade de
varios farmacos a nivel dos peixes (Tabelas 1 e 2) (Corcoran et al. 2010).

A avaliacdo histoldgica de uma lesdo pode fornecer informacdes relativamente a
duracdo e intensidade da exposi¢do ao xenobiotico, bem como a eventual capacidade de
resolucédo e adaptacdo por parte dos organismos. A analise histoldgica assume-se, assim,
como um parametro essencial para determinar alteracbes celulares que podem ocorrer
nos 6rgdos-alvo referidos sendo, como tal, uma ferramenta Util e sensivel para avaliar 0s
efeitos sub-letais e cronicos dos xenobidticos nestes organismos (Bernet et al. 1999b;
Short et al. 2001; Cengiz et al. 2003), podendo inclusivamente elucidar os mecanismos

de acdo envolvidos (Adams 1990).
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Tabela 1 — Dados toxicologicos referentes a AINES em peixes. Extraido de Corcoran et al. (2010).

Measured environmental

concentration Toxic effect concentration
Pharmaceutical STP effluent surface water ug/L mg/L Endpoint measured  Species Reference
NSAIDs
Diclofenac 0.81-33.9 pug/L 6.2ng/L-1.8 ug/L 0.50-50.00 0.0005-0.0500 Hinders prosta Brown trout Hoeger et al., 2005
glandin synthesis
0.50-50.00 0.0005-0.0500 Damage to gill, Brown trout Hoeger et al., 2005
liver, and kidney
5 0.005 Histological altera-  Rainbow trout Schwaiger et al.,
tions 2004
kidney
5 0.005 Histological altera-  Rainbow trout Schwaiger et al.,
tions gills 2004
1 0.001 Cytological altera- Rainbow trout Triebskorn et al.,
tions; liver, kidney, 2004
gills
296150 296.1500 (1mM)  Inhibition of Carp Thibaut et al., 2006
CYPZM
Ibuprofen 0.37-85 pg/L T0ng/L-2.7 pg/L 1.00-100.00 0.0010-0.1000 Change to Medaka Flippin et al., 2007
reproduction pattern
1000 1 Impairment ofion  Rainbow trout Gravel et al., 2009
regulation
= 10.00 =0.0100 Cardio Zebrafish David and
abnormalities Pancharatna, 2009
206280 206.2800 (1mM) Inhibition of Carp Thibaut et al., 2006
CYPZM
Indomethacin 100000 100 Disruption of oocyte  Zebrafish Lister and van der
maturation,ovulation Kraak, 2008
Naproxen 80ng/L-0.52 pg/L TOng/L-0.39 pg/L 230260 230.2600 (1 mM) Inhibition of Carp Thibaut et al., 2006
CYPZM
Ketoprofen 0.20-0.32 pg/L 120ng/L 254280 254.2800 (1mM) Inhibition of Carp Thibaut etal., 2006

Existe um numero crescente de alteragcdes histolégicas em peixes que tem vindo a
ser utilizadas como biomarcadores para monitorizacdo da poluicdo aquética, uma vez
que constituem as respostas bioldgicas aos poluentes sendo assim uma ferramenta de
trabalho fundamental na area da ecotoxicologia (Giari et al. 2007; Costa et al. 2009).

O objetivo do presente trabalho foi elaborar uma de revisdo bibliogréafica sobre os
efeitos histopatoldgicos em organismos no meio aquatico, nomeadamente nos peixes, e
avaliar o significado funcional destas alteracGes tecidulares, para a espécie em contato
com o0s agentes xenobiodticos. Em funcdo da elevada quantidade de informacédo
disponivel, e tendo em conta as limitacdes de espaco, o critério de selecdo foi a escolha
dos farmacos mais utilizados em cada grupo farmacoterapéutico e, dentro destes, 0s

trabalhos que incluiram avalia¢do histoldgica, em particular das branquias.
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Tabela 2 - Dados toxicolégicos referentes a fibratos e antibidticos em peixes. Extraido de Corcoran et al.

(2010)

Measured environmental

concentration Toxic effect concentration
Pharmaceutical STP effluent surface water pg/L mg/L Endpoint measured  Species Reference
Fibrates
Clofibrate 0.36-2 pg/L 6ng/L-7 pgi/L 7700.00-39700.00 7.7000-39.7000  Acutely toxic Mosquitofish Nunes et al., 2004
(LCy,) (LCy,)
242700 242.7000 (1000 Induce oxidative Rainbow trout Laville et al., 2004
uMj)) stress
32,279.10 (133 pM) 32.2791 (EC_) Cytotoxic Rainbow trout Laville et al., 2004
(EC,)
10.00-1000.00 0.0100-1.0000 Lowered sperm count Fathead Runnells et al., 2007
minnow
10.00-1000.00 0.0100-1.0000 Lower plasma andro- Fathead Runnells et al., 2007
gen concentration minnow
23,299.20 (96 uM) 23.2992 Inhibition of EROD  Rainbow trout Laville et al., 2004
(ECy) activity (CYPla)
1893.06-7281.00  1.8930 Induce oxidative Rainbow trout Laville et al., 2004
(7.8-30 M) StIess
Fenofibrate 0.03-1.2 ug/L 0.045 pg/L 19,124.52 (53 uM)  19.1245(EC,) Cytotoxic Rainbow trout Laville et al., 2004
(EC,)
9021.00 (25 M) 9.0210 (EC_) Inhibition of EROD  Rainbow trout Laville et al., 2004
{EC”:I activity (CYPla)
1500 1.5 Reduced testosterone Goldfish Nimeault et al.,
levels 2005
Gemfibrozil 0.07-1.5 ug/L 0.048-0.052 pg/L 250340 250.3400 (1mM) Inhibition of CYPZM Carp Thibaut et al., 2006
Antibiotics
Sulphonamides 0.05-1.7 ug/L 0.03-6 ng/L =100000.00 =100.0000 Acute toxicity Medaka Kim et al., 2007
(Oxy) 0.40 pg/L 0.11-0.34 pg/L 0.10-50.00 0.0001-0.0500 Suppressed immune Rainbow trout Grondel et al., 985
tetracyclines system
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2. Histologia e histopatologia em peixes

Vaérios estudos apresentam diferentes métodos para a avaliagdo das alteracdes
tecidulares ao nivel dos diversos 6rgaos dos peixes resultantes da exposicao a poluentes
aquaticos. Estas lesGes normalmente revelam uma relacdo causa-efeito (Bernet et al.
1999a). Atualmente, ndo existe ainda uma metodologia padronizada e de uso ubiquo
para descrever, avaliar e quantificar estas lesdes em peixes, no entanto tém sido
empreendidos esforcos nesse sentido. A titulo de exemplo, Bernet et al. (1999) sugere e
apresenta uma ferramenta de trabalho através da qual é possivel quantificar as lesdes na
pele, branquias, figado e rim e, atraves de ferramentas estatisticas assentes em indices
de ponderacdo e fatores de importancia das les6es, tentando reduzir a subjetividade da
andlise.

A microscopia € uma técnica por exceléncia para estudos de histopatologia, em
funcdo da elevada quantidade de informacdo que permite obter. Das vérias técnicas de
microscopia, a microscopia de campo claro, de fluorescéncia e de contraste de fase
estdo entre as mais utilizadas. Em ambos os casos, porém, a preparacdo das amostras é
fundamental, requerendo muitas vezes a utilizacdo de corantes/agentes de contraste
adequados. No caso da microscopia 6tica de campo claro existem vérias coloragfes
disponiveis, as quais devem ser escolhidas de acordo com a informacdo que se pretende
obter. Assim, a coloracdo de hematoxilina-eosina (H/E) é util para a observacdo de
varios componentes tecidulares e celulares, como nucleos, estruturas mitéticas,
mitocdndrias, entre outras (Fig. 1A). No caso da coloracdo de Giemsa, é possivel
evidenciar bactérias e parasitas (Fig. 1B).

Como ndo poderia deixar de ser, a qualidade e estado de conservacdo das
amostras sdo um dos fatores fundamentais para a correta interpretacdo destas
informacdes. Vérios fatores podem afetar um estudo histopatolgico, nomeadamente o
tamanho das amostras (devera ser representativo da populacdo/alteragdo em estudo),
espécie de peixe em estudo, idade, sexo e grau de maturacdo sexual (Bernet et al.
1999a).

De seguida serdo abordados em maior pormenor os 6rgdos mais relevantes no contexto

da anélise histologica de peixes expostos a xenobioticos, nomeadamente as branquias.
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Figura 1 — Diferentes coloragGes do rim em microscopia 6ptica frequentemente usadas em
histopatologia: A —hematoxilina/eosina. B — Giemsa. Extraido de Mumford et al. (2007).

2.1. Branquias

Do ponto vista anatémico, os peixes teledsteos apresentam cinco pares de arcos
branquiais constituidos por numerosos filamentos branquiais, nos quais se inserem as
lamelas secundarias, as quais constituem a superficie funcional respiratéria (Garcia-
Santos et al. 2007; Leonardo et al. 2008).

As lamelas primarias séo sustentadas por tecido cartilaginoso e possuem irrigacdo
sanguinea abundante, enquanto as lamelas secundarias sdo constituidas por trés camadas
de células, duas de células pavimentosas e uma camada de células pilares. Os
prolongamentos das células pilares formam posteriormente os capilares sanguineos
através dos quais ocorrem as trocas gasosas (Rossi 2008).

Figura 2 — Levantamento epitelial (a) e edema intraepitelial (b). Coloracdo H/E. Exposicdo a malatido,
0.01 mg/L durante 20 dias. Extraido de Cengiz et al. (2003).
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Muitos agentes quimicos (incluindo xenobidticos), fisicos e biolégicos podem

produzir alteracdes histologicas no tecido branquial, tais como levantamento epitelial
(Fig. 2 e 3) e edema (Fig. 2 e 4), hiperplasia epitelial das lamelas secundarias e fusao
lamelar (Fig. 5), hipertrofia (Fig. 6), telangiectasias (Fig. 7 e 8), entre outros. No caso
do insecticida malatido, a generalidade destas lesbes foram descritas (Cengiz et al.
2003).

Figura 3 — Secc¢0es de branquias de Solea senegalensis. (a) — Estrutura normal das brénquias no grupo
controlo; (b) Branquias de grupos expostos a sulfonato de dodecilbenzeno, evidenciando levantamento e
fusdo das lamelas secundérias. Colorag¢do H/E. Extraido de Alvarez-Mufios. (2009).

Figura 4 — A- — Branquias normais; B Branquias com edema. Extraido de Mumford et al. (2007).

Num outro estudo, desta vez com o detergente sulfonato de dodecilbenzeno,
descreve-se 0 levantamento epitelial ao nivel das branquias de Solea senegalensis
(Alvarez-Mufioz et al. 2009).
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Figura 5 — Fusdo de lamelas secundérias (a), hiperplasia epitelial (b) e hemorragia nas lamelas primarias
(c). Coloragao H/E. Exposicdo a malatido 0.01mg/L durante 30 dias. Extraido de Cengiz et al. (2003).

Outros trabalhos descreveram as alteragfes histopatologicas como consequéncia
de exposicdo ao efluente de estacBes de tratamento de aguas residuais (Coutinho et al.
2000), petrdleo (Engelhardt et al. 1981) e outros contaminantes organicos (Camargo et
al. 2007). Também no caso dos minerais e metais existem varios estudos que abordam
os danos histopatoldgicos resultantes da sua exposi¢do, nomeadamente a selénio (Lemly
2002) e mercurio (Hassaninezhad et al. 2014). Este Gltimo constitui um bom exemplo
na medida em que podem ser encontradas todas as lesdes histopatoldgicas ja referidas
(Fig. 9).

Figura 6 — Hipertrofia de células epiteliais (a). Coloracdo H/E. Exposi¢do a malatido 0.02 mg/L durante
10 dias. Extraido de Cengiz et al. (2003).
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As varias lesdes referidas podem frequentemente ser classificadas de acordo com
a sua fisiopatologia, nomeadamente distarbios circulatorios (tal como aneurismas e
telangiectasias), alteracOes regressivas (levantamento epitelial; descamacéo; fuséo
lamelar) e alteragdes progressivas (hiperplasia) (Bernet et al. 1999).

Figura 7 — Branquias de Piaractus mesopotamicus. (a) Grupo controlo; (b) Tratamento com triclorfon
0.05 mg/L, exposicdo de 24 horas. P: lamela priméria; S: lamela secundaria; t: telangiectasia; h

hiperplasia da lamela secundéria. Coloragdo H/E. Extraido de Mataquerio, (2009).
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Figura 8 — Secc0es de tecido branquial de Lepomis cyanellus. Imagem superior: Grupo controlo
evidenciando lamelas secundarias uniformes e bem definidas; Imagem inferior: Grupo exposto a
selénio: telangiectasias. Extraido de Lemly et al. (2002).

Em termos do significado funcional destas alteracbes varios estudos
demonstraram que as branquias sdo 6rgdos chave na monitorizacao da polui¢cdo aquética
nos peixes, podendo o seu comprometimento colocar a satde destes em risco (Cengiz et
al. 2003; de Goias et al. 2004; Elahee et al. 2007).

Estes oOrgdos sdo importantes em varios processos fisiolégicos, incluindo
respiracdo, regulacdo osmotica e idnica, excrecdo de residuos azotados e equilibrio
acido-base nos peixes (Fernandes 2007). Uma vez que apresentam uma area de
superficie elevada, em contacto constante com a &gua, sdo fortemente suscetiveis a
quaisquer alteracdes ambientais (Abdel-Moneim et al. 2012; Nascimento et al. 2012).

Vérios dos achados histopatologicos ja descritos anteriormente constituem
mecanismos de defesa cronica e que pretendem debelar a agressdo a que o organismo
esta a ser sujeito (de Goias et al. 2004; Leonardo et al. 2008).

Assim, alteragdes como o levantamento epitelial, hiperplasia e hipertrofia das
células epiteliais resultam na diminuicdo da area de contacto com a agua, funcionando
como uma barreira para a entrada de agentes agressores resultando, no entanto, em
prejuizo para a funcdo respiratoria. Essas alteragdes sdo geralmente inespecificas e
podem ser induzidas por diferentes xenobioticos (Mallat 1985).

Em funcdo do comprometimento que ocorre em termos de consumo de oxigenio,
0s peixes respondem aumentando a sua taxa de ventilagdo, compensando assim o

10



Efeitos dos fdrmacos enquanto xenobidticos presentes no ambiente aqudtico ao nivel
das alteracdes tecidulares reportadas em peixes por varios estudos de toxicologia
ambiental
consumo deficiente de oxigénio (Camargo et al. 2007), ocorrendo também alteracdes

compensatdrias no hematdcrito e nos valores médios de hemoglobina celulares no
sangue. Além destes distarbios respiratorios, as alteracdes histologicas na estrutura das
branquias podem levar a alteracdes na manutencdo do balanco hidro-electrolitico,
comprometimento do balanco ionico e &cido-base (Yasser et al. 2011), resultando na
fragilidade do organismo e aumento da suscetibilidade a infecGes secundérias e podendo
inclusivamente resultar na morte.

A maior parte das lesdes branquiais sdo efeitos subletais causados por exposi¢oes
cronicas. No caso dos vasos sanguineos, o dano as células pilar pode resultar num
aumento do fluxo sanguineo no interior das lamelas, provocando assim a dilatacdo do
canal marginal, congestdo de sangue ou eventualmente um aneurisma. Este tipo de dano
é mais grave que as anteriores lesdes epiteliais, no entanto é possivel recuperar, embora
seja mais dificil (Camargo et al. 2007).

No caso da necrose, esta é frequentemente irreversivel em funcéo do elevado grau
de degeneracdo, pelo que a sua persisténcia ou progressao podem levar a perda parcial

ou total da funcdo do 6rgdo em causa (Mumford et al. 2007).
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Figura 9 — AlteracBes histopatolégicas registadas nas branquias de Acanthopagrus latus expostas a

HgCl,. Levantamento epitelial e edema das lamelas com espacos sub-epiteliais evidentes (setas pretas),
hiperplasia das células epiteliais (* branco) com fusao parcial das lamelas (ponta de seta preta), alteragdo
morfologicas das lamelas (seta cinzenta), lamelas com o canal marginal dilatado (circulo preto),
congestdo sanguinea (ponta de seta cinzenta), aneurisma lamelar (* preto), desorganizacéo lamelar (seta
branca), hipertrofia do epitélio lamelar (ponta de seta branca), infiltracdo leucocitaria (seta ndo-
preenchida), aumento das células mucosas (seta picotada), rutura epitelial (circulo branco). a-c,
tratamento com HgCl, 10g/L; d-f tratamento com HgCl, 20 g/L; g-h tratamento com 35 g¢/L; j-k tratados
com HgCl, 50 g/L. a-c, f e k: coloracdo H/E, x2900; e, g e i: coloracdo H/E, x725; d e h: coloragdo acido
periddico-Schiff, x725. Extraido de Hassaninezhad et al. (2009).

22. Rim

O rim tem como funcdo principal a excrecdo da urina (de concentracdo variavel de
acordo tratar-se de um peixe marinho, dulgaquicola ou anfidrémico), sendo também
uma das vias principais vias de excrecdo de xenobioticos e seus metabolitos. Por este
motivo, trata-se de um érgdo-chave enquanto alvo dos poluentes e, portanto, uma fonte
de informacéo ecotoxicoldgica (Braunbeck et al. 1998; Cameron 1998; Corcoran et al.
2010). Lesdes nos tecidos renais podem ser consideradas indicacfes de um poluente
tornando-o um 6rgéo Util para monotorizacdo da poluicdo aquatica (Bernet et al. 1999a).

Em termos anatomicos e funcionais, o rim dos teledsteos esta divido em rim
anterior e rim posterior. O primeiro integra o sistema endocrino, sendo relevante para as
respostas ao stress. No que se refere ao rim posterior, este esta envolvido na excrecao e
manutencdo da homeostasia dos fluidos corporais, em conjunto com outros 6rgaos
como o intestino e branquias. Em particular, a produgédo de urina fornece uma via de
excrecdo para os metabolitos de varios xenobidticos. Em termos hemodinamicos, em
funcdo do grande volume de sangue que flui através do rim, lesdes encontrada nesse
orgdo podem ser Gteis como indicadores de poluicdo (Silva et al. 2007). Varios estudos
mostram que os efeitos dos xenobidticos sobre os rins variam com as espécies de peixes
devido a sua sensibilidade para certas substancias (Hinton et al., 1992). Os efeitos dos
agentes nefrotdxicos sdo, assim, variaveis, podendo desencadear necrose tubular,

faléncia renal aguda ou cronica e danos glomerulares (Cameron 1998). Nas Figuras 10 e
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11 sdo apresentados achados histolégicos classicos do tecido renal normal (Fig. 10) e

necrotico (Fig. 11).
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Figura 10 — Histologia classica do rim. Extraido de Mumford et al. (2007).

RN

As células interrenais secretam corticosteroides, principalmente cortisol, também
conhecido como a hormona do stress. Um aumento na dose de cortisol, em resposta a
um estimulo de stress, implica um aumento na atividade celular interrenal, a qual pode
ser avaliada medindo as areas destas células e diametro dos seus nucleos (Donaldson,
1981). Em situacBes de stress cronico pode ocorrer hipertrofia do tecido interrenal, tal
como ja foi demonstrado para espécies como Salmo truta (n.v. truta castanha/marisca)
(Norris et al. 1997) e ainda Oncorhynchus mykiss e Oreochromis mossambicus, (n.v.

truta arco-iris e tilapia, respetivamente) (Quabius et al. 2000).

Figura 11 — Necrose renal. Extraido de Mumford et al. (2007).
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2.3. Figado

O figado tem um papel fundamental no metabolismo dos xenobi6ticos e é o 6rgdo

de destoxificacdo por exceléncia sofrendo, por isso, alteracBes estruturais e funcionais
qguando em contacto com xenobioticos que nele se acumulam (Fontainhas-Fernandes
2005; Figueiredo-Fernandes et al. 2006; Fernandes et al. 2007; Carrola et al. 2009).
Para além da sua importancia para o metabolismo de xenobi6ticos, o figado € também o
local de sintese da vitelogenina, uma proteina cuja producdo é induzida pelos
estrogenios enddgenos e que, normalmente, € detetada apenas em fémeas, sendo
particularmente importante na reproducdo (Kime et al. 1999). No entanto, tém sido
descritos varios casos de inducdo de vitelogenina em machos como consequéncia da
exposicao a xenobidticos capazes de mimetizar o efeito dos estrogénios (Matozzo et al.
2008).

Em funcdo da importancia do figado na homeostasia corporal dos peixes, a
histopatologia hepatica € um método versatil e robusto de monitorizagdo dos efeitos
negativos causados por atividades antropogénicas em peixes, sendo um dos indicadores
mais confidveis acerca do comprometimento da saude dos peixes (Bernet et al. 1999b;
Carrola et al. 2009).

Existem vérios tipos de danos hepéaticos (Boyer et al. 2011), incluindo, mas néo
limitado a: a) esteatose - resulta da acumulacdo de moléculas como os triglicerideos ou
glicogénio nos hepatécitos, o que leva a formacdo de vacuolos e goticulas de gordura;
b) Dano colestatico - pela acumulacdo de sais biliares nos ductos e caniculos biliares e
mais tarde hepat6citos; c) cirrose - dano hepéatico de natureza crénica e irreversivel;
lesBes vasculares decorrente de danos ao nivel das células endoteliais dos sinusoides; d)
tumores hepéticos - com danificacio do DNA dos hepatdcitos, células dos ductos
biliares ou células endoteliais; €) Hemocromatose - pela acumulacdo de ferro sob a
forma de hemossiderina; f) Doenca de Wilson - anomalia autossémica recessiva na
excrecdo de cobre; e g) nucleos picnéticos - frequentemente indicativos de células em
processo de apoptose.

Em qualquer uma destas situacOes, pode ocorrer morte celular, a qual pode ter lugar por
apoptose ou necrose, de acordo com a extensdo do dano e mecanismo de toxicidade
desencadeado.

Na Fig. 12 sdo apresentadas imagens histologicas de figado normal e com alguns

tipos de dano histopatoldgico.
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Figura 12 — A — Figado normal; B — Figado com edema. C - esteatose moderada; D esteatose severa.
Extraido de Mumford et al. (2007).

A detecdo de danos hepéticas podem ser feitas por métodos invasivos como o
indice hepatossomatico (IHS, relacdo peso figado/peso corpo), microscopia eletronica
e/ou Gtica de secdes do figado e através de biopsias ou por métodos nédo invasivos pela
determinacdo de enzimas séricas, tomografias computorizadas, ressonancias

magneéticas, entre outros (Boyer et al. 2011).

2.4.  Sistema reprodutor

O sistema reprodutor dos peixes segue um modelo de organizagdo muito
semelhante ao encontrado em outros animais vertebrados.

Testiculos

Os testiculos (Fig. 13) sdo 6rgaos que surgem aos pares, suspensos pelos vasos
mesentéricos a partir da parede abdominal, ao longo ou por baixo da bexiga natatoria.
S&0o 6rgdos constituidos por uma série de tubulos ou sacos, os tubulos seminiferos, os
quais compreendem epitélio espermatogénico. O processo de maturacdo dos gametas
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masculinos envolve a multiplicacdo de espermatogénias, os quais se desenvolvem a

partir do epitélio espermatogénico para formar espermatozoides. Os espermatozoides

permanecem a superficie das células de Sertoli até ao momento da libertacao.

Ovérios

O foliculo ovarico € um agregado de dvulos e células epiteliais (Fig. 13). Estes
foliculos comecam como oogonios, 0s quais sdo produzidos periodicamente pelo
epitélio germinativo. Os oogonios sdo células em inicio do processo de maturacao e que
originardo, posteriormente, odcitos. A volta destas células primitivas encontramos uma
fina camada de células de epiteliais. As células epiteliais crescem com o odcito e sdo
gradualmente separadas deste como consequéncia do crescimento da capsula hialina,
sendo também responsaveis pela nutricdo por secrecdo da albumina.

Como serd apresentado posteriormente, muitos xenobioticos exercem o seu efeito ao
nivel dos 6rgdos reprodutores por interferéncia com as hormonas, 0 que acarreta
consequéncias ao nivel da histologia destes 6rgdos. Entre as principais consequéncias de

toxicidade ao nivel destes 6rgdos encontram-se a diminuicdo da fertilidade, esterilidade

e feminizagdo dos machos.

Ovario

Figura 13 — Cortes histologicos de testiculos e ovarios. Extraido de Mumford et al., (2007).
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3. Farmacos

3.1.  Anti-inflamatorios ndo-esteroides (AINES)

Diclofenac
O diclofenac (Fig. 14) é um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) com um uso

muito extensivo como analgésico e anti-reumatico.

Figura 14 — Estrutura quimica do diclofenac . Extraido de Pubmed Compound.

Em funcdo da sua utilizacdo disseminada, trata-se de um produto farmacéutico
encontrado aguas de superficie e, consequentemente, potencialmente perigoso para 0s
organismos aquaticos. O estudo do efeito da sua exposicdo em varios peixes ja foi
descrito (Cuklev et al. 2011; Memmert et al. 2013), destacando-se aqui 0 estudo
efetuado no salmonideo Salmo trutta f. fario em funcdo do grau de informacdo
histopatoldgica fornecido (Hoeger et al. 2005).

Os autores concluiram que o efeito toxicolégico causado por este farmaco a nivel
dos peixes é consequéncia do mesmo mecanismo de acdo responsavel pelo seu efeito
farmacolGgico nos seres humanos, isto &, inibicdo de enzima ciclooxigenase-2 (COX-2)
e subsequente perturbacdo da sintese das prostaglandinas. Apos 7 dias de exposicao 0s
niveis do hematocrito reduziram significativamente com a dose mais baixa testada, 0.5
ug/L, e apos 21 dias de exposi¢cdo observou-se um aumento de infiltragcbes de monaocitos
no figado, telangiectasia nas branguias, ocorréncia de gotas hialinas intersticiais e

necrose tubular no rim.
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Também foi possivel a observacdo de um aumento do nimero de granulécitos no

tecido renal (Fig.15) e nos filamentos das branquias (Fig. 16). De uma forma geral,
estes resultados sugerem que o diclofenac causa, paradoxalmente, uma resposta
inflamatoria e que, no caso das guelras, podera afetar o aporte de oxigénio (Hoeger et al.
2005).

Controlo 50 pg/L

Figura 15 - Detecdo imuno-histoldgica de granulécitos em tecido renal de S. trutta exposto a diclofenac

nas doses indicadas durante 21 dias. Imagem adaptada de Hoeger et al., (2005).

Controlo 0,5 pg/L 5 ug/L

Figura 16 - Detecdo imuno-histoldgica de granuldcitos em branquias de S. trutta exposto a diclofenac nas
doses indicadas durante 21 dias. A exposicdo a este f&rmaco levou a um aumento de granulécitos, o qual

foi méximo para a concentragdo mais baixa testada, 0.5 pug/L.. Imagem adaptada de Hoeger et al. (2005).

Num outro trabalho, este mesmo farmaco foi testado noutra espécie,
nomeadamente na truta arco-iris, na gama de concentragdes 1-500 pg/L e ao longo de
28 dias (Schwaiger et al. 2004).

Tal como ja tinha sido encontrado com a truta castanha, também neste trabalho foi
encontrado dano renal, embora de natureza histopatoldgica diferente. Com efeito,
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enquanto no trabalho apresentado anteriormente foi encontrado um aumento dos

granulécitos, no caso da truta arco-iris foi descrita degeneracdo do epitélio tubular e

nefrite intersticial (Fig.17).

Figura 17. Coloragdo H/E de cortes histoldgicos de tecido renal da truta arco-iris. Controlo (A);
Exposi¢do a 100 pg/L de diclofenac na ampliacdo x250 (B) e x400 (C). Extraido de Schwaiger et al.
(2004).

Em relagdo as branquias, foi encontrado tecido necrotico ao nivel das células
pilares, o que se traduz em danos ao nivel da lamela secundaria (Fig. 18). Em ambos os
tecidos, a concentracdo minima necessaria para despoletarem lesGes foi de 5 ug/L. Os
autores pesquisaram, também, a presenca de processos histopatoldgicos ao nivel do
figado, trato gastrointestinal e bago, ndo tendo encontrado alteracBes significativas

(Schwaiger et al. 2004).
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Figura 18 - Coloracéo H/E de cortes histologicos de tecido branquial da truta arco-iris. Controlo (A);

Exposicdo a 100 pg/L de diclofenac na ampliacdo x400 (B). Extraido de Schwaiger et al. (2004).

Paracetamol

O acetaminofeno (Fig.19), frequentemente chamado paracetamol, € um dos
farmacos mais utilizados a nivel mundial, sendo largamente consumido em func¢édo das
suas propriedades de analgesia e antipirexia. E importante referir que este farmaco foi
colocado na sec¢do dos AINEs em fungdo do seu mecanismo de agdo equivalente
(inibicdo enzimatica), no entanto a sua atividade anti-inflamatoria € muito baixa, pelo
que ¢ frequentemente separado deste grupo farmacoterapéutico.
Existem numerosos estudos que versam o estudo toxicolégico do paracetamol em

peixes, sendo que apenas uma parte inclui estudos histopatolégicos.

"N 0

Figura 19 — Estrutura quimica do paracetamol. Extraido de Pubmed Compound.
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O mecanismo de toxicidade do paracetamol na espécie estudada parece ser
idéntico ao verificado em humanos, onde o metabolismo do paracetamol leva a um
aumento de espécies reactivas de oxigénio (ROS) via producdo do intermediério reativo
n-acetil-p-aminofenol (Graham et al. 2013). Estas ROS resultam em efeitos toxicos de
base oxidativa, como por exemplo oxidacdo dos grupos tiol de proteinas, danos ao nivel
dos acidos nucleicos e peroxidacdo lipidica, o que podera desencadear fenomenos de
apoptose ou necrose, de acordo com a extensdo do dano (Graham et al. 2013).

Kavitha et al (2011), estudou o efeito de uma dose Unica de paracetamol, 500
mg/Kg, ap6s 24 horas de exposicdo ao nivel das branquias, figado e tecido muscular de
Oreochromis mossambicus, também conhecido como tilapia Mocambique (Kavitha et
al. 2011).

Como pode ser visto na Fig. 20, as branquias tratadas com paracetamol
evidenciam proliferacdo das células de cloreto, o que resulta em fusdo lamelar e

congestdo vascular (Kavitha et al. 2011).

Figura 20 — (A) Bréanquias controlo, apresentando morfologia normal. (B) Branquias tratadas com
paracetamol, 500 mg/kg. L lamela; F filamento, CC célula de cloreto, SL lamela secundaria. Imagem
extraida de Kavitha et al. (2011).

Ao nivel do figado (Fig. 21), a amostra controlo (Fig. 21A) evidencia a

morfologia normal, com o0s hepatdcitos dispostos em volta da veia central.
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Contrariamente, nas amostras dos animais tratados com paracetamol é evidente a

das alteracdes tecidulares reportadas em peixes por vdarios estudos de toxicologia

vacuolizacdo do figado e congestdo dos vasos sanguineos (Fig. 21B).
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Figura 21 — Cortes histoldgicos de (A) figado controlo e (B) amostra de figado de animais tratados com
paracetamol. He hepatdcito; Pa pancreas; Bv vaso sanguineo; V vacuolizacdo; BC congestdo sanguinea.

Imagem extraida de Kavitha et al. (2011).
Ao nivel do tecido muscular (Fig. 22), o tratamento com paracetamol resultou

num arranjo irregular das fibras e aumento da distancia entre as mesmas.

Figura 22 —A - Morfologia normal do musculo. B Musculo de individuos tratados com paracetamol. (a)
feixes de fibras; (b) tecido conjuntivo; (c) disposicdo anormal das fibras musculares; (d) musculo de

diametro elevado (atipico). Imagem extraida de Kavitha et al. (2011).
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Salicilatos

Os salicilatos constituem a classe de AINE mais utilizada a nivel mundial,
constituindo o acido salicilico e o seu derivado acido acetilsalicilico as moléculas mais
representativas. Tal como os restantes membros da classe dos AINES, estes farmacos
atuam por inibicdo enzimatica, com énfase nas ciclooxigenases. Embora a COX-2 seja a
isoforma mais relevante para o efeito anti-inflamatdrio (Sunshine 2000), a capacidade
destes farmacos em inibir também a COX-1 justificam a sua utilizagdo em outras
patologias, tal como distdrbios de coagulacdo (Mitchell et al. 1993; Warner et al. 1999).
Em funcdo da sua utilizacdo intensiva, o estudo do seu impacto ecotoxicoldgico é de e
grande importancia.

Num trabalho recente foi avaliado o efeito de vérias doses de acido salicilico (Fig.
23, 25, 50 ¢ 100 ug/L) na histologia e atividade de varias enzimas da truta castanha
(n.v.) (Nunes et al. 2015b).
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Figura 23 — Estrutura quimica do &cido salicilico. Extraido de Pubmed Compound.
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Figura 24- Morfologia normal das branquias de S. truta fario apds 28 dias de exposicdo ao acido
salicilico. (a); aneurisma (b), proliferacdo epitelial [lamelar] (c): levantamento epitelial (d); necrose

lamelar [lamela secundéria] (e); fusdo lamelar (f). Extraido de Nunes et al. (2015b).

Os animais tratados com o acido salicilico evidenciaram dano histoldgico cuja
prevaléncia, severidade e extensdo foram superiores nas doses mais elevadas. Ao nivel
das branquias foram encontras algumas lesdes estruturais inespecificas, como fusdo
lamelar e hipertrofia, e ainda alteracdes de natureza inflamatéria, como o levantamento
epitelial (Fig. 24). Varias alteracdes, como levantamento epitelial, fusdo e hipertrofia,
apesar de nefastas, consideram-se uma resposta adaptativa reversivel, ou seja, sdo um
mecanismo de defesa desenvolvido por parte do organismo aos agressores externos,
pois no geral estas alteracGes resultam num aumento da distancia entre 0 meio externo e
0 sangue servindo assim como uma barreira a entrada de contaminantes (Fernandes et
al. 2003).
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A analise histol6gica do figado dos animais expostos revelou, principalmente, o

aumento dos vasos capilares sinusdides, hemorragia, inflamacao, vacuolizacao e tecido
necrético (Fig. 25). No entanto, estas alteracbes ndo se traduziram em alteracdes do
IHS.

Figura 25 — Estrutura normal (a) do figado de Salmo trutta fario e alteracGes patoldgicas ap6s exposi¢do
a acido salicilico durante 28 dias: dilatagdo dos vasos sinusoides (b); hemorragia (c); infiltracdo de células
inflamatérias (d); vacuolizacdo hepatocelular (e) e processo necrético (f). Extraido de Nunes et al.
(2015b).
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Ibuprofeno

O ibuprofeno é um derivado do acido propionico (Fig. 26) largamente utilizado
pelas suas propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e antipiréticas. E utilizado em

situacdes de febre, osteoartrite, dismenorreia primaria, alivio de dor aguda, entre outros.

Figura 26 — Estrutura quimica do ibuprofeno. Extraido de Pubmed Compound.

O efeito do ibuprofeno (1-100 pg/L) foi estudado ao nivel do desenvolvimento
embrionario do peixe-zebra (Danio rerio) (Anuradha et al. 2009), o qual tem vindo a ser
cada vez mais usados em estudos embrioldgicos (Teraoka et al. 2003).

Os ovos controlo, expostos apenas a agua, apresentaram um desenvolvimento
normal, com a eclosdo a comecar no terceiro dia apés a fertilizacdo e sendo completada
no quarto. Os resultados apresentados pelos autores mostram que os embrides toleraram
as doses mais baixas de farmaco (1 and 5 ug/L), no entanto doses mais elevadas
(superiores a 10 ug/L) despoletaram atrasos no desenvolvimento, ritmo de eclosdo
diminuido, anomalias cardiacas, ma-formacdo das barbatanas peitorais, entre outros
(Fig. 27 e 28).

O ibuprofeno exerce o seu efeito por inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2.
Enquanto a primeira é expressa constitutivamente, a segunda esta normalmente
associada a processos inflamatdérios. Em ambos 0s casos, estas enzimas sdo muito
importantes na sintese de varios mediadores, nomeadamente as prostaglandinas. Tendo
em conta que a importancia das prostaglandinas para o desenvolvimento embrionario do
peixe-zebra ja foi demonstrada anteriormente (Grosser et al. 2002; Cha et al. 2005), os
autores sugerem que os niveis anormalmente baixos de prostaglandinas ap6s exposicao

ao ibuprofeno serd um dos mecanismos de toxicidade despoletado por este farmaco.
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Figura 27 — Efeito do ibuprofeno no desenvolvimento do peixe zebra (fases de blastulacdo e
segmentacdo). Embribes controlo (A) e aos 14-somitos (estruturas epiteliais transitorias que se formam
nas primeiras etapas do desenvolvimento embrionario dos vertebrados) (B) evidenciando blastomeros
intactos (bm) e a formacao de vesiculas opticas (ov), cérebro (b), somitos (so) e extremidade caudal (tb).
Extrusdo dos blastdmeros para o espago coridnico apds exposi¢do a ibuprofeno 100 ug/L (C). Perda de
organizacéo de ov, b, so, e tb apds exposi¢do a 50 pg/L. Embrides marcados com laranja acridina (E e F),

correspondentes aos estadios C e D 40x. Extraido de Anuradha et al. (2009).
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Figura 28. Impacto do ibuprofeno na formacéo do coracdo em larvas de D. rerio. Pericardio normal (A);
edema pericardico apds exposi¢cdo a 10 pg/L (B). Edema pericardico severo com rutura coriénica apos
exposicao a 50 ug/ (C) e 100 pg/L. Ampliado x40. Extraido de Anuradha et al. (2009).

3.2.  Esteroides sexuais

Etinilestradiol e Nonilfenol

O etinilestradiol (Fig. 29) € um dos principais analogos do estradiol, o estrogénio
enddgeno nos seres humanos, onde desempenha funcGes muito relevantes em varios
sistemas organicos, com o destaque no sistema reprodutor feminino. Esta molécula tem
vindo a ser usada de forma extensiva em varias formulacdes de medicamentos
anticoncecionais orais e também na terapia de reposicdo hormonal, o que levanta

questdes relativas ao perigo de perturbacdo enddcrina das populagdes aquaticas.
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Figura 29 — Estrutura quimica do etinilestradiol e nonilfenol, respetivamente. Extraido de Pubmed
Compound.

Varios estudos com espécies como Danio rerio (n.v. peixe zebra), Pimephales
promelas e Oryzias latipes (n.v. peixe arroz) demonstraram que o etinilestradiol mesmo
em pequenas concentracdes causa desregulacdo enddcrina, o que leva a inducdo da
vitelogenina, aparecimento de testiculos-dvulos e reversdo sexual em machos (Rose et
al. 2002).

Num trabalho conduzido por Zha et al., o peixe Rare minnow foi exposto a
etinilestradiol (1; 5; 25 ng/L) e nonilfenol (3; 10; 30 ng/L) (Zha et al. 2007). A
concentracdo mais baixa de etinilestradiol (1 ng/L) e a concentracdo intermédia de
nonilfenol (10 ng/L) causaram um aumento significativo no indice gonadossomatico
(IGS) e indice nefrossomatico (INS) dos peixes macho, um efeito que nas fémeas foi
registado apenas para concentracfes superiores.

Com este trabalho os autores conseguiram também demonstrar que o tratamento
com varias concentracfes dos farmacos em questdo levaram a inducdo dos niveis
plasmaticos de vitelogenina nos peixes machos, um efeito que nas fémeas foi observado
apenas nas concentracdes mais elevadas testadas.

Em doses superiores a 5 ng/l de etinilestradiol ou 30 ng/l de nonifenol, foi
encontrada disfungdo ao nivel do tecido hepético e renal dos machos. No caso do figado
masculino foi descrita hipertrofia dos hepatocitos e danos na estrutura celular, um
resultado possivelmente explicado pela acumulagdo excessiva de vitelogenina. A nivel
renal os danos incluiram acumulacdo de eosindfilos, hemorragias ao nivel dos tubulos
renais e hipertrofia do epitélio tubular. Ao nivel das fémeas também foram encontradas

perturbacdes enddcrinas, principalmente degeneragdo dos ovarios (Fig. 30C). Nas
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mesmas doses, foi encontrada feminizacdo dos machos, com incidéncia de testiculos-

ovulos (Fig. 30D).

Figura 30 - Micrografias das génadas de individuos adultos da espécie Gobiocypris rarus, coloragdo com
H/E. A — Tecido ovarico maduro (controlo, x100); B — Tecido testicular maduro (controlo, x400); C —
Degeneragdo do ovério, 25 ng/L etinilestradiol; D — Testiculos-6vulos dos grupos tratados com as doses
mais elevadas de etinilestradiol e nonifenol: A seta assinala o6citos perinucleares (x400). Extraido de Zha
et al. (2007).

Dutasterida

A dutasterida (Fig. 31) é um inibidor da enzima 5-alfa-redutase, a qual é
responsdvel pela sintese da dihidrotestosterona, uma das moléculas endogenas
envolvidas na hiperplasia da préstata. Por este motivo, este farmaco é utilizado em
situacGes em que pretende reduzir os sintomas daquela patologia, reduzindo o risco de
blogueio urinario e a necessidade de intervencdo cirdrgica (Roehrborn et al. 2002).
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Figura 31 — Estrutura quimica do dutasterida. Extraido de Pubmed Compound.

O impacto deste farmaco no desenvolvimento reprodutivo de fémeas da espécie P.
promelas foi estudado num modelo de exposicdo crénica envolvendo 21 dias de
exposi¢do a uma concentragdo de 100 pg/L. Tal como pode ser visto na Fig. 32, os
ovarios dos animais-controlo contém essencialmente odcitos vitelogénicos maduros. No
caso do tratamento com o farmaco na concentragdo de 100 ug/L durante 21 dias, a
proporg¢do de oocitos diminuiu (Margiotta-Casaluci et al. 2013). Os autores estudaram
igualmente o efeito deste farmaco ao nivel do sistema reprodutor masculino ndo tendo,
no entanto, encontrado quaisquer alteragdes histopatoldgicas, confirmando assim que a
toxicidade despoletada por este farmaco é dependente do sexo do animal (Margiotta-
Casaluci et al. 2013).

0.25 nm

Figura 32 - Seccdes de ovarios de P. promelas. Controlo (A); Ovarios de animais expostos a dutasterida
(B e C) na concentragdo 100 pg/L durante 21 dias. Extraido de Margiotta-Casaluci et al. (2013).
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3.3.  Antibidticos

Os antibidticos constituem uma das classes de farmacos mais utilizadas a nivel
mundial, motivo pelo qual sdo frequentemente encontrados em aguas de distintas
proveniéncias, podendo em Ultima analise despoletar toxicidade nos organismos
aquaticos.

Uma parte significativa dos trabalhos centrados no estudo do impacto
ecotoxicolégico dos antibioticos emprega sistemas in vitro, ndo fornecendo portanto
informacdo relativamente ao impacto histopatologico destas moléculas. A titulo de
exemplo, Lundén et al. apresenta o impacto de 5 antibidticos na proliferacdo de células
renais de truta arco-iris, nomeadamente acido oxolinico, oxitetraciclina, clorfenicol e
trimetoprim + sulfadiazina na proporgdo 1:5, tendo sido encontrada diminuigdo de
resposta ao agente mitogénico em todos 0s casos, exceto na experiencia envolvendo a
combinacéo trimetoprim+sulfadiazina (Lundén et al. 2000).

Alguns trabalhos mais antigos descrevem a toxicidade de alguns antibidticos em
peixes, tal como eritromicina (Piper 1961; McBride et al. 1975; Marking et al. 1988) e
oxitetraciclina(Marking et al. 1988). Os principais parametros avaliados sdo as doses
letais e farmacocinética, ndo sendo de uma forma geral referidos estudos histolégicos.

No entanto, existem alguns estudos em que é possivel obter informacgéo sobre o
impacto de antibioticos a nivel histoldgico, nomeadamente:

Tetraciclina
A tetraciclina (Fig. 33) € um antibio6tico de largo espectro, utilizado contra varias
bactérias. Do ponto de vista mecanistico, este antibidtico atua por inibicdo da sintese

proteica procariota, levando assim a morte do organismo (Connell et al. 2003).

Figura 33 — Estrutura quimica da tetraciclina. Extraido de Pubmed Compound.
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Nunes et al (2015) avaliou a toxicidade aguda da tetraciclina no peixe de agua

doce Gambusia holbrooki por determinacédo das alteracdes histoldgicas das branquias e
figado, e ainda pelas alteracfes nas defesas antioxidantes, nomeadamente glutationa-S —

transferase (GST), catalase (CAT) e peroxidacao lipidica (Nunes et al. 2015a).
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Figura 34 Alteracbes patoldgicas observadas nas branquias de G. holbrooki exposto a varias
concentragdes de tetraciclina. a Hipertrofia das lamelas primarias e secundérias; b levantamento epitelial;
¢ Aneurisma; d Fusdo lamelar; e Proliferacdo celular do epitélio priméario; f Necrose. Tempo de

exposicao: 96 horas. Extraido de Nunes et al. (2015a).

Tal como pode ser visto na Fig. 34, a exposicao a tetraciclina despoletou varias

alteracbes histologicas ao nivel das branquias, incluindo hipertrofia das lamelas,
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aneurisma, fusdo lamelar e proliferacdo celular do epitélio. A nivel hepatico, foram

também encontradas alteracdes, nomeadamente congestdo vascular e vacuolizacéo
hepatocelular (Fig. 35).
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Figura 35 - Histologia normal (a) e observacfes patoldgicas (b-d) no figado de G. holbrooki ap6s 86
horas de exposicéo a varias concentragdes de tetraciclina. (b) aumento dos vasos sinuséides (c) congestdo

vascular e (d) vacuolizacdo hepatocelular. Extraido de Nunes et al. (2015a).

Os resultados encontrados no estudo das defesas antioxidante, nomeadamente
GST e CAT, permitem tirar algumas conclusdes sobre a etiologia do dano histologico
encontrado. Com efeito, foi encontrado um aumento das atividades destas enzimas, com
énfase da CAT a nivel hepético e GST a nivel das branquias. Em funcdo destes
resultados, é possivel deduzir que o dano histoldgico decorre do dano oxidativo
despoletado pela tetraciclina, uma vez que o estudo das defesas antioxidantes sugere
que esté instalado um estado pro-oxidante.
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Tobramicina

Schneider et al estudaram o efeito do aminoglicosideo tobramicina (Fig. 36) ao
nivel do salmé&o prateado (Schneider et al. 1980).
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Figura 36 — Estrutura quimica da tobramicina. Extraido de Pubmed Compound.

A exposicdo dos animais a dose 5 mg/kg/dia levou a uma mortalidade de 100%
apos 21 dias. De forma a identificar o alvo da toxicidade deste antibiotico, os autores
conduziram um novo estudo, desta vez com uma componente de avaliacao histolégica e
com varias concentracdes de tobramicina. O farmaco despoletou efeitos toxicoldgicos
principalmente a nivel renal, tendo desencadeado necrose nos tubulos proximais na dose
7.5 mg/kg/dia durante 5 dias, tendo sido observada mortalidade ap6s 12 dias de
tratamento com a dose 2 mg/kg/dia (Schneider et al. 1980).

Gentamicina

Tal como a tobramicina, a gentamicina &€ um antibidtico da classe dos
aminoglicosideos (Fig. 37).
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Hentschel et al. estudaram os efeitos deste antibidtico nos rins do peixe zebra,

num trabalho cujo objetivo era desenvolver um modelo animal para o estudo da
toxicidade renal aguda. E importante referir que, contrariamente a outros trana-Ihos,
neste estudo o farmaco foi injetado no animal, ndo tendo ocorrido exposi¢do através da
agua. Apesar desta abordagem experimental ndo possuir totalmente as condicfes
normais de exposicdo aos farmacos, pode ser util na medida em que pode fornecer

informacdes para o estudo dos mecanismos de toxicidade.
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Figura 37 — Estrutura quimica da gentamicina. Extraido de Pubmed Compound.

A anélise histoldgica de embribes injetados com gentamicina 96 horas apds a
fertilizacdo evidenciou a presenca de fosfolipidose lisossomal (Fig. 38), um distarbio
que se caracteriza pela acumulacdo de fosfolipidos nos tecidos como consequéncia de
disfuncéo lisossomal (Shayman et al. 2013). Foi igualmente encontrada distensdo do
limen tubular, bem como distensdo ao nivel glomerular (Fig. 38) (Hentschel et al.
2005).

Do ponto de vista fisiolégico, o dano histopatoldgico descrito tem consequéncias
ao nivel da capacidade de filtracdo e excrecdo de fluidos, um efeito que também pode
ocorrer em humanos a fazerem terapéutica com esta classe de antibioticos (Kaloyanides
et al. 1980).
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Figura 38 - Analise histoldgica dos tubulos renais do peixe-zebra. (A) Animais injetados apenas com
uma solugdo de NaCl, 96 horas apoés a fertilizacdo, onde se podem observar apenas alguns lisossomas e
nlcleos com 2-3 nucléolos. (B) Efeito da gentamicina: Fosfolipidose lisossomal marcada e distensdo do
Iimen tubular, bem como do espaco de Bowman (BS). GL — glomérulo; CV: Veia cardinal; PT: Tdbulos
pronéfricos proximais. Extraido de Hentschel et al. (2005).

3.4. Anti-dislipidémicos

Estatinas

As estatinas encontram-se entre o0s farmacos mais prescritos nos paises
desenvolvidos, em funcdo dos seus efeitos ao nivel da diminuicdo do colesterol, o que
tem consequéncia benéficas ao nivel cardiovascular de vérios doentes (Maron et al.
2000; Unit 2005).

Do ponto de vista farmacoldgico, este grupo farmcoterapéutico atua por inibi¢do
da enzima 3-hidroxi-3-methil-glutaril-CoA redutase (HMGR), a qual é fundamental na
biossintese do colesterol enddgeno. Apesar da sua toxicidade relativamente baixa estéo,
no entanto, descritos varios problemas relacionados com o desenvolvimento de
miopatias (Maron et al. 2000; Unit 2005).

Apesar de varios trabalhos ndo envolveram a componente histolégica em peixes,
parece haver unanimidade em classificar os seus efeitos como nefastos. Assim, alguns
estudos apontam para os efeitos negativos destes farmacos nos peixes, incluindo atrofia
muscular (Hanai et al. 2007) e inibicdo da migracdo das células germinais (Thorpe et al.
2004). Em ambos os casos, 0 mecanismo de acdo envolvido é o mesmo responsavel

.....
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Num dos trabalhos que avalia as alteracbes histopatoldgicas desta classe de

farmacos a nivel dos peixes, estudou-se o impacto da exposicdo a lovastatina (Fig. 39)
no desenvolvimento de miopatia no peixe zebra (Huang et al. 2011). A técnica de
microscopia utilizada, second-harmonic generation, permite o estudo dos sarcomeros a
nivel micro estrutural, sendo portanto ideal para o tipo de informacdo que se pretendia
obter.

Figura 39 — Estrutura quimica da lovastatina. Extraido de Pubmed Compound.

O tratamento com lovastatina resultou em sarcomeros significativamente mais
curtos quando comparados com os controlos (Fig. 40), no entanto a integridade
morfoldgica das fibras musculares foi mantida. Do ponto de vista mecanistico, os
autores demonstraram que esta alteracdo estrutural era consequéncia de disfuncdo ao
nivel da via biossintética do colesterol, efeito despoletado pela lovastatina (Huang et al.
2011).
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Figura 40 - (A) Imagem representativa de tecido de peixe-zebra controlo. (B) Imagem de tecido de peixe-
zebra tratado com lovastatina (50 uM) durante 12 horas. Extraido de Huang et al. (2011).
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Fibratos

Os fibratos sdo um grupo de medicamentos muito utilizado na reducéo dos niveis
de lipidos no sangue (tais como os triglicéridos e o colesterol). Do ponto de vista
farmacoldgico distinguem-se das estatinas uma vez que atuam por estimulacdo dos
recetores nucleares ativados de proliferacdo dos peroxissomas-alfa (PPARa). Esse
estimulo aumenta a producéo e a acdo da lipase lipoproteica, a qual é responsavel pela

hidrolise intravascular dos triglicerideos (Staels et al. 1998; Jun et al. 2010).

Figura 41 — Estrutura quimica do gemfibrozil. Extraido de Pubmed Compound.

Estdo disponiveis varios estudos que versam sobre os efeitos nefastos causados
por estes farmacos ao nivel de vérias espécies de peixes.

Um exemplo é o gemfibrozil (Fig. 41) que leva a disrup¢do do metabolismo lipo-
proteico na truta arco-iris (Prindiville et al. 2011). No caso da espécie P. promelas, o
farmaco causa alteracdo ao nivel da expressdo de alguns genes relevantes para o
metabolismo lipidico, no entanto os autores ndo encontraram um efeito toxicol6gico
assinalavel nas concentragdes testadas (1.5 pg/ml) (Skolness et al. 2012). J& no caso da
espécie Carassius auratus, Mimeaull et al (2006) descreve que o composto sofre um
processo de bioacumulacdo e que afeta negativamente o0s niveis plasméticos de
testosterona em mais de 50%. Infelizmente, em nenhum dos casos referidos foram

conduzidos estudos histologicos.
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Clofibrato

A toxicidade do fibrato clofibrato (Fig. 42) foi avaliada no peixe zebra em

concentracdes na ordem dos micromolar (Raldda et al. 2008).

Figura 42 — Estrutura quimica do clofibrato. Extraido de Pubmed Compound

O tratamento dos embrides com este farmaco levou ao desenvolvimento da
sindrome de mé-absorcdo embrionaria, o que resultou em larvas de dimensdes reduzidas
(Fig. 43). Excluindo os fatores genéticos, a disponibilidade de nutrientes é o principal
fator que determina o crescimento larval e tamanho fetal/larvar. No entanto, os autores
conseguiram demonstrar que este efeito é reversivel por quanto o farmaco for removido.
Previsivelmente, esta sindrome resultou no menor uptake de lipidos por parte do
organismo, tal como é demonstrado pelos autores ao utilizar o corante lipofilico Oil Red
O, o qual é usado em preparagdes histoldgicas nas quais se pretende evidenciar corpos
estruturas de natureza lipidica (Fig. 44).

Além deste efeito ao nivel dos lipidos, o tratamento com o farmaco resultou,
também, em maiores tempos de desenvolvimento, adiando a eclosdo da larva. Os
autores referem também o aparecimento de jungbes neuro-musculares de forma
arredondada e em maior densidade, tal como fibras musculares desorganizadas e com
menos estrias. Da mesma forma, foram encontrados disturbios ao nivel da morfogénese
datiroide (Fig. 45).
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Clofibrato (-) Clofibrato (+)

Figura 43 - Reversibilidade do sindrome da ma-absorg¢do induzido pelo clofibrato. (A-D) Coloracédo de
azul de Alcian. Larvas controlo 3 daf (A) e 4 daf (B). Larvas tratadas com clofibrato (0.75 mg/L) 3 daf
(C) e 4 (daf) (D). A reversibilidade do sindrome de méa-nutri¢ao induzido pelo clofibrato é evidenciada
nos animais que, apds exposicao inicial, prosseguiram o seu ciclo de vida na auséncia do composto.
Larvas controlo aos 3 daf (E), 4 daf (G), 5 daf (I) e 7 daf (K). Larvas tratadas com clofibrato (0.75 mg/l)
aos 3 daf (F), 4 daf (H) e 5 daf (J). Larvas 5 daf, expostas ao cofibrato dos 2 daf até 3 daf., incubadas em
agua nos restantes dias (J); Larvas 7 daf, expostas ao clofibrato do dia 2 ao dia 3, com incubagdo em agua
nos restantes 4 dias (L). ai: intestino anterior; ch: arcos cérebro-branquiais; ch: ceratohial; e: olho; I
figado; n, notocorda; m: cartilagem de Meckel; sb: bexiga natatdria; ys: saco vitelino. Escala: 100 pm.
daf — dias ap0s fertilizacdo. Extraido de Raldua et al. (2008).
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Figura 44 — Coloragdo de material lipidico com o corante Oil Red O em larvas de peixe-zebra. Larvas
controlo 3 daf (A) e 4 daf (B,D); Larvas tratadas com clofibrato 0.75 mg/L 3 daf (C); Larvas tratadas com
0.5 mg/L de clofibrato 4 daf (F,E); Os painéis B e E constituem amplia¢des do torax. (e) olho; (da) aorta
dorsal; vaso dorsal (longitudinal anastomatico) (dlav); (h) coracdo; (i) intestino; (isv) vaso
intersegmental; (pcv) veia carninal posterior; (sb) bexiga natatoria; (ys) saco vitelino; Escala: 100 pm nos
painéis A, C, D, F e 50 um nos painéis B e E. Extraido de Raldla et al. (2008).

Figura 45 — Imagem de imunofluorescéncia direcionada ao T4 de larvas 5 daf (A) e tratadas com 0.75
mg/L de clofibrato (B). As setas brancas evidenciam os foliculos tiroideus (ft). As estruturas circulares a

preto correspondem aos olhos. Extraido de Raldua et al. (2008).
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3.5.  Outras moléculas

A carnitina (Fig. 46) distingue-se das moléculas apresentadas anteriormente na
medida em que ndo é um medicamento, mas sim um suplemento alimentar, exercendo
efeitos ao nivel do metabolismo dos lipidos e transporte de &cidos gordos para a

mitocOndria.

Figura 46— Estrutura quimica da L-carnitina. Extraido de Pubmed Compound.

Esta molécula tem vindo igualmente a ser utilizada ao nivel da alimentacéo de
peixes em funcdo do seu efeito potenciador de crescimento, protetor contra niveis
toxicos de amonia, redutor do stress associado a variagbes de temperatura. Esta
igualmente descrito que esta suplementacdo exerce um efeito antioxidante a nivel do
sistema nervoso central (SNC) podendo ter um papel de protecdo ao nivel neuronal
devido & estabilizacdo das membranas mitocondriais, aumento da energia celular e da
co-enzima Q-10 e aumento os niveis de GABA (Castorina et al. 1994; Nunes et al.
2014).

O efeito da L-carnitina enquanto potenciador do crescimento em peixes envolve o
aumento de atividade metabdlica, com consequente diminuicdo dos niveis de glicogénio
e lipidos a nivel hepético. No entanto, este acréscimo da atividade metabdlica acarreta
um aumento nos niveis de ROS, o que por sua vez leva ao aumento dos niveis de
catalase, uma das enzimas destoxificadoras das ROS.

Do ponto de vista toxicologico o efeito da L-carnitina ao nivel do metabolismo e
transporte dos lipidos pode desencadear fendmenos de hepatotoxicidade e interferir no
metabolismo dos acidos gordos nos peroxissomas.

O efeito da L-carnitina ao nivel do metabolismo hepéatico em trutas arco-iris
diploides e triploides (Oncorhynchus mykiss) foi estudado, recorrendo a dietas com
diferentes quantidades de L-carnitina ao longo de diferentes periodos de tempo (Nunes
et al. 2014).
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Figure 47 — Microfotografias de seccbes de figado coradas com H/E apds 56 dias de dieta livre de
carnitina (A) ou com suplementa¢do com L-carnitina (B, 530 mg L-carnitina / kg de alimento). O nucleo
dos hepatdcitos estd marcado com uma seta, enquanto o vactolo citoplasmatico é assinalado pelo

asterisco. Ampliacdo: 400x. Extraido de Nunes et al. (2014).

A nivel da funcdo hepatica, foram encontradas varias alteragdes. Os hepatdcitos
evidenciaram um elevado grau de vacuolizacdo (Fig. 47), um efeito que parece ser mais
pronunciado nos organismos triploides quando comparados com os diploides. A
morfologia celular foi também marcadamente alterada, em particular o tamanho dos
nacleos, os quais aumentaram significativamente com o aumento da dose de L-carnitina
e também com o tempo de exposicdo (Nunes et al. 2014). Este efeito é corroborado por
estudos anteriores que descreveram um aumento do IHS em peixes expostos a
xenobidticos capazes de ativar a enzima etoxirresorufina-O-desetilase (EROD) (Muir et
al. 1992), como é o caso da L-carnitina.

O aumento verificado na area dos hepatdcitos podera estar, também, relacionado
com o efeito promotor da proliferacdo dos peroxissomas por parte da L-carnitina,

fendmeno descrito por (Li et al. 2012).
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4. Conclusao

O consumo de elevadas quantidades de farmacos é hoje em dia uma realidade. No
entanto, € igualmente sabido que ndo existe, ainda, um sistema de tratamento de
residuos adequado, o que leva a que grande parte das moléculas cheguem ao meio
ambiente em concentracdo suficiente para poderem desencadear toxicidade ambiental.
Embora ndo se trate de um efeito transversal a todas a classes farmacoterapéuticas,
alguns farmacos sofrem fendmenos de bioacumulacdo e/ou biomagnificacdo ao longo
da cadeia trofica.

O uso de biomarcadores histopatolégicos, para o estudo do efeito de farmacos no
ambiente aquético constitui uma mais-valia e regista-se um aumento do seu uso nos
ultimos anos na monitorizacdo da qualidade ambiental mas também na salde dos
organismos presentes em ambientes poluidos. Séo considerados uma ferramenta
vantajosa uma vez que permitem o estudo do impacto dos farmacos em 6rgaos-alvo
como o figado, branquias e rins, avaliando a satde animal.

Para além disso, as alteragcdes observadas nos estudos com uso dos biomarcadores
histopatoldgicos aparecem como uma resposta aos efeitos sub-letais, detetando-se
rapidamente efeitos irritantes cronicos nos tecidos e 6rgdos. Algumas desvantagens sao
a pouca especificidade de algumas lesdes e a eventual subjetividade inerente a
quantificacOes deste tipo de lesbes. No entanto, e funcdo do seu uso crescente em Varios
trabalhos cientificos, espera-se que venha a ser, cada vez mais, um marcador de

poluicdo ambiental de uso incontornavel.
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