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Sumario

Omeprazol é um farmaco inibidor da bomba de protdes (ATPase H*, K*) amplamente
utilizado na terapéutica humana. E utilizado para tratar os sintomas da doenca de refluxo
gastroesofagico e outras patologias causadas pelo excesso de acido gastrico. O omeprazol
e 0s seus principais metabolitos, tais como o omeprazol sulfito, sdo excretados
principalmente pela urina humana e chegam as esta¢des de tratamento de aguas residuais
onde ndo sdo tratados convenientemente, sendo posteriormente langados no
compartimento aquético. Os efeitos ecotoxicoldgicos de uma exposicdo cronica (28 dias)
a concentracdes realistas de omeprazol sulfito (0,03, 0,3 e 3,0 pg/L) foram avaliados em
Sparus aurata. As atividades das enzimas etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), catalase
(CAT) e glutationa S-transferases (GSTs) foram avaliadas. Os danos tecidulares em
alguns o6rgdos chave, em particular nas branquias e no figado dos peixes, foram também
devidamente analisados. Embora nenhuma alteracéo significativa tenha sido detetada na
atividade da EROD, foi registada uma diminuicdo na atividade da CAT no figado para
duas concentragdes mais altas. A atividade das GSTs também mostrou uma diminuicao
para ambos os o6rgdos (figado e branquias) para alguns grupos de exposicéo,
nomeadamente na concentracao mais elevada a nivel hepatico, e nas duas concentracfes
mais baixas no tecido branquial. Além disso, a avaliacdo histopatoldgica revelou uma
clara relacdo dose-efeito em ambos os 6rgdos, resultando principalmente de lesdes
circulatorias, regressivas e progressivas para os individuos expostos nas duas maiores
concentragfes comparativamente ao tratamento controlo. Os presentes dados sugerem
que a exposic¢do cronica ao omeprazol sulfito pode exercer efeitos toxicos sub-letais em
dois drgdos-chave do peixe. Mais pesquisas S0 no entanto necessarias para entender
completamente os efeitos do omeprazol em termos de alteracdo dos mecanismos de

defesa antioxidante.
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Abstract

Omeprazole is a proton pump inhibitor drug (ATPase H *, K *) widely used in human
therapy. It is used to treat the symptoms of gastroesophageal reflux disease and other
conditions caused by excess gastric acid. Omeprazole and its major metabolites, such as
omeprazole sulphite, are excreted primarily by human urine and arrive to the wastewater
treatment plants where they are not properly treated, being released into the aquatic
compartment. The ecotoxicological effects of chronic exposures (28 days) at realistic
concentrations of omeprazole sulphite (0.03, 0.3 and 3.0 ug / L) were evaluated in Sparus
aurata. Ethoxysorufin-O-deethylase (EROD), Catalase (CAT), glutathione S-transferases
(GSTys) activities were assessed. Tissue disorders, particularly in fish gills and liver were
also properly evaluated. Although no significant change was detected in EROD activity,
there was a decrease in CAT activity in the liver at the two higher concentrations. The
activity of GSTs also showed a decrease for both organs (liver and gills) for some groups
of exposure, namely in the highest concentration in the liver, and for the two lowest
concentrations in the gill tissue. In addition, histopathological evaluation revealed a clear
dose-effect relationship in both organs, resulting mainly from circulatory, regressive and
progressive lesions for the individuals exposed in the two highest concentrations
compared to the control treatment. The present data suggest that the chronic exposure to
omeprazole sulphite may exert sub-lethal toxic effects on two key organs of the fish.
Further research, however, is needed to fully understand the effects of omeprazole in

terms of altering antioxidant defence mechanisms
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1. Introducgéo

Na ultima década, os compostos farmacéuticos comecaram a ser considerados 0S Novos
poluentes ambientais emergentes, devido a sua disseminacao nos sistemas hidricos e ao
seu potencial risco para a biocenose (Parolini e Binelli, 2012). Além disso sao
particularmente resistentes a biodegradacdo ambiental pois essa estabilidade metabolica
€ necessaria para a acao farmacologica (Li et al., 2011). Devido ao seu uso generalizado,
os farmacos, quer na sua forma original, quer como metabolitos, atingem o ambiente
aquatico principalmente através de efluentes de esgoto, pois 0s processos de eliminacdo
nas estacOes de tratamento de &guas residuais (ETARS) revelam-se ineficazes (Rosal et
al., 2010, Pal et al., 2010). Estudos recentes revelaram a presenca de concentracdes
mensuraveis de uma centena de farmacos na gama dos ng/L e dos pg/L tanto em aguas
de superficie, como de esgoto tratado (Santos et al., 2010, Ortiz de Garcia et al., 2013,
Veiga-Gomez et al., 2017).

Os inibidores da bomba de protbes (IBP) surgiram na década de 1980 (sendo o omeprazol
0 primeiro a surgir) e sdo os inibidores mais potentes da secrecdo acida gastrica
atualmente disponiveis no mercado, com eficacia superior aos antagonistas dos recetores
da histamina (Sheen e Triadafilopoulos, 2011). Os IBP tornaram-se a base do tratamento
médico da doenca do refluxo gastroesofagico e da Ulcera péptica (Seeley et al., 2005,
Guyton e Hall, 2011).Como os IBP tém poucos efeitos adversos, sdo bem tolerados e
relativamente eficazes, tornaram-se uma das classes farmaco-terapéuticas mais
comumente prescrita, com mais de 26 bilides de dolares gastos anualmente em todo o
mundo (Reimer, 2013). O mecanismo de agdo dos compostos desta classe farmaco-
terapéutica envolve a inibicdo da enzima ATPase H*, K* presente nas células parietais da
mucosa gastrica, promovendo a diminui¢do da acidez géastrica (Wallmark, 1986). No
figado, o omeprazol é amplamente metabolizado pelo sistema citocromo P450 (CYP)
resultando em trés metabolitos primarios principais: omeprazol sulfona,
hidroxiomeprazol e omeprazol sulfito, que sdo excretados principalmente pela urina
(Kosma et al., 2016). O omeprazol sulfito € o metabolito encontrado em maior
concentracdo em amostras de efluentes (aguas residuais tratadas) e aguas superficiais
(Boix et al., 2013, Boix et al., 2014, Gracia-Lor et al., 2014).
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Como consequéncia de um ambiente aquéatico poluido, os organismos aquaticos podem
sofrer uma grande variedade de alteracGes subletais de cariz molecular, enzimatico,
celular, tecidular ou individual, incluindo situacdes de stress oxidativo consequéncia da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). A fim de evitar os efeitos perniciosos
das ERO e de outros radicais livres, os organismos desenvolveram defesas antioxidantes
(enzimaticas e ndo-enzimaticas) (Davies, 1995, Modesto e Martinez, 2010). A variacao
da atividade de enzimas especificas pode servir desta forma como biomarcadores de
stresse oxidativo através da analise dos perfis de inducdo ou inibigdo das suas atividades.
Destacam-se a catalase (CAT) e as glutationa-S-transferases (GSTs) responsaveis pela
atividade preventiva do dano oxidativo provocado por ERO (Van der Oost et al., 2003,
Li et al., 2011). No entanto, a exposi¢do a xenobidticos pode aumentar a producdo de
ERO e superar as defesas antioxidantes. Nesta perspetiva, a analise do estado antioxidante
dos organismos vivos em estudos ecotoxicoldgicos, quer recorrendo a espécies teste em
bioensaios, quer por via de espécies sentinela em estudos de biomonitorizacdo torna-se
altamente relevante (Nunes et al., 2015b). Biomarcadores de stresse oxidativo tém sido
amplamente utilizados na monitorizacdo da contaminacdo ambiental, permitindo a
detecdo precoce de exposi¢éo a baixas concentra¢des de contaminantes numa ampla gama
de espécies (Oliveira et al., 2010, Ramesh et al., 2018).

Alguns poluentes ambientais sdo indutores potentes de enzimas que metabolizam
xenobidticos, como enzimas do CYP, nomeadamente a citocromo P450 1Al (CYP1Al).
A atividade catalisada pela etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) resulta da inducéo
mediada pelo recetor da CYP1ALl é, por isso, um dos principais parametros utilizados
para monitorizar os ambientes aquaticos potencialmente poluidos (Kirby et al., 2004,
Ferreira et al., 2004).

A par dos biomarcadores enzimaticos, os biomarcadores histopatoldgicos séo um metodo
de avaliacéo ecotoxicoldgica rapido para detetar os efeitos de contaminantes aquaticos,
nomeadamente, lesbes que ocorrem em Orgaos-chave selecionados de peixes expostos
(Nero et al., 2006). As branquias e o figado sdo 6rgdos adequados para 0 exame
histologico, a fim de determinar os efeitos da poluicdo, uma vez que respondem

facilmente & exposicdo a xenobidticos (Bernet et al., 1999, Nero et al., 2006).
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2. Importéancia da ecotoxicologia de farmacos

2.1. Os farmacos no ambiente: fontes, processos de remocéo, (bio)acumulacao, efeitos

toxicos, disseminacao

Os produtos farmacéuticos no ambiente podem ser provenientes de diferentes fontes,
sejam elas difusas ou pontuais (Kimmerer, 2009, Li, 2014). Apesar do langcamento destas
substancias poder ocorrer no compartimento terrestre, a tendéncia final dos compostos de
uso farmacéutico é chegarem ao ecossistema aquatico (Santos et al., 2010). As seis fontes
principais de contaminagdo do compartimento aquatico sdo: aterros sanitarios, residuos
animais, residuos de aquacultura de &gua doce, residuos hospitalares, residuos
provenientes do descarte intencional e ndo intencional da industria farmacéutica e
residuos domésticos (Petrovi¢ et al., 2003, Pal et al., 2010, Kosma et al., 2016).

Apesar das diversas fontes acima identificadas, a maior parte dos residuos de
medicamentos provém da excrecdo, via urina e fezes, dos mesmos apds a toma por
humanos ou animais. Os processos de eliminacdo dos farmacos a partir do organismo
dao-se normalmente ap6s a sua biotransformacdo, que resulta (quase sempre) num
aumento da sua hidrossolubilidade (Ritter et al., 2011). Assim, o destino mais comum
dos farmacos e dos seus metabolitos € o0 envio para 0 ambiente aquatico. Varios estudos
tém demonstrado a presenca de elevados niveis de contaminacdo por residuos
farmacéuticos em efluentes domésticos, aguas superficiais (tais como rios, lagos,
estuarios), aguas subterraneas e oceanos (Weigel et al., 2002, Vieno et al., 2006, Pal et
al., 2010, Santos et al., 2010, Ortiz de Garcia et al., 2013).

Assim sendo, a contaminacgdo por farmacos e residuos farmacéuticos é transversal ao
compartimento aquéatico e ao solo. Uma das principais fontes de contaminacdo - as
atividades agricolas - utilizam “lamas de esgoto” (residuo do tratamento de aguas
residuais), que contém alguns contaminantes inalterados ou incompletamente removidos
pelas ETARs (ver ponto 2.2), como fertilizante é uma importante fonte de residuos
farmacéuticos que passam para 0s solos e para recursos de dgua doce (Santos et al., 2010);
0s medicamentos veterinarios, que também sdo excretados na urina e nas fezes pelos

animais antes de serem espalhados pela terra através da aplicacdo de estrume como
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fertilizantes (Lin et al., 2008, Arikan et al., 2008); a utilizacdo de &guas residuais
contaminadas através da irrigacdo agricola em zonas de escassez. Além desta
contaminacdo direta do solo, existe também o risco de escoamento com chuva forte, que

pode contaminar tanto a superficie circundante como a dgua subterranea (Li, 2014).

O uso de farmacos na pecuéria faz com que residuos destes compostos sejam excretados
e estejam presentes em aguas superficiais levando a perturbacdes enddcrinas (Pal et al.,
2010). Assim como, na aquacultura, cujos farmacos utilizados, bem como 0s seus
metabolitos e produtos de degradacdo, sdo descarregados diretamente nas aguas
superficiais (Santos et al., 2010). Atualmente muitos paises fazem recargas artificiais dos
aquiferos, com agua retirada de lagos, rios ou outras aguas superficiais, de modo a
aumentar os recursos de agua doce para producdo de agua potavel. Esta pratica podera
levar a uma potencial contaminagdo por farmacos a longo prazo das aguas subterraneas,

caso as aguas superficiais utilizadas estejam contaminadas (Li, 2014).

Outra forma de disseminacdo relaciona-se com o0s aterros municipais. Estes podem gerar
lixiviados que contém quantidades significativas de matéria organica dissolvida, metais
pesados e outros contaminantes (Amor et al., 2015). A agua infiltra-se interagindo com
fluidos, sélidos e gases do lixo enterrado e da origem a agua residual. De acordo com o
estudo realizado por Buszka et al. (2009), varios tipos de contaminantes, como hormonas
e produtos farmacéuticos, estdo localizados nos estratos de solo abaixo do aterro
analisado. Barnes et al. (2004) apds a recolha e analise de agua subterranea coletada no
aterro Norman (Oklahoma, EUA) evidenciaram a presenca de uma elevada concentragdo
de farmacos nas aguas subterraneas, chegando a conclusdo de que o aterro gera a agua
residual organica e lixiviado que se infiltra nas aguas subterraneas e passa para a agua
superficial. Assim, nos locais mais préximos do aterro, as concentragdes dos compostos
detetados eram superiores as detetadas em locais mais distantes; além disso chamaram
atencdo para a persisténcia destes compostos, uma vez que o aterro foi fechado em 1985

e ainda foram detetados contaminantes nas amostras recolhidas (entre 2003 e 2004).

Esta constante introducéo de farmacos no ecossistema ja se faz sentir através de alteracoes

fisioldgicas, comportamentais, endocrinas e, sobretudo, reprodutivas em organismos nao-
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alvo (Corcoran et al., 2010, Selmoni et al., 2017). Tendo em conta as concentragoes
relativas das classes farmacéuticas no ambiente (ver ponto 2.3), foram realizados diversos
estudos acerca dos possiveis efeitos nos organismos aquaticos. Em Oncorhynchus mykiss
(n.v. truta arco-iris) apos exposi¢do a diclofenac foram observados efeitos nocivos em
dois 6rgdos-chave: rins e branquias, nomeadamente, necrose de células endoteliais e
degeneracdo hialina de goticulas, no rim; e necrose de células pilar, elevacao epitelial,
hiperplasia e hipertrofia em branquias (Schwaiger et al., 2004). Vérios investigadores
como Santos et al. (2010), Corcoran et al. (2010) e Guo et al. (2016) fizeram uma reviséo
dos dados atuais sobre a presenca e efeitos bioldgicos do estrogénio sintético em peixes:
a feminizacdo, inducdo de intersexo (presenca de odcitos nos testiculos), alteracdo da
funcdo mitocondrial, do metabolismo energético e do controlo do ciclo celular e
expressao génica foram relatados nos vérios estudos analisados. No que diz respeito aos
antibidticos, a maior parte dos estudos referem que tém um efeito mais marcado em
microorganismos e algas do que em peixes (Santos et al., 2010, Corcoran et al., 2010, Li,
2014). Por exemplo, Yamashita et al. (2006) avaliaram a inibicao do crescimento da alga
Pseudokirchneriella subcapitata e de um crustdceo Daphnia magna por levofloxacina e
claritromicina, mostrando efeito tdéxico pronunciado com uma ECso de 11 pg/L (relativo
a claritromicina), apenas na alga; a grande quantidade de algas mortas leva a outro risco:
a eutrofizacdo e a interrupcdo da cadeia alimentar afetando todo o equilibrio do
ecossistema aquatico. Por outro lado, estdo relatados efeitos de stresse oxidativo em
branquias e alteragbes do ciclo celular com anormalidades segregacionais em

Oncorhynchus mykiss ap0s exposi¢do a eritromicina (Rodrigues et al., 2016).

Foram observadas alteragbes comportamentais em Thalassoma bifasciatum (n.v. gudido
azul) apds o aumento experimental da neurotransmissdo serotoninérgica usando o
inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina - fluoxetina. Ficou demonstrado que o
tratamento com fluoxetina diminui o comportamento territorial agressivo em individuos
do género masculino, tanto no laboratério como no campo (Semsar et al., 2004, Brooks,
2014).

Apesar dos farmacos e dos seus residuos serem submetidos a processos de tratamento, as

aguas residuais sdo uma forma de entrada de residuos de medicamentos nos ecossistemas
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aquaticos (Petrovi¢ et al., 2003). Apesar deste problema as concentracdes de produtos
farmacéuticos geralmente diminuem dos efluentes das ETARs para 0s corpos de agua
doce (Pal et al., 2010).

As ETARs assumem um papel fundamental na manutencao do equilibrio do ecossistema,
na medida em que devem ser capazes de evitar a introdugdo de farmacos e residuos
farmacéuticos no compartimento aquatico. Nas ETARS, as aguas residuais (afluente), sdo
sujeitas, normalmente, a processos convencionais de tratamento, para depois serem
devolvidas ao meio ambiente (efluente). Na remocéo da matéria orgénica sdo usualmente
utilizados microrganismos aerébios, que de acordo com a quantidade e espécie,
condicionardo a eficicia da remocao dos farmacos e residuos farmacéuticos; por outro
lado a estrutura e caracteristicas fisico-quimicas da molécula farmacéutica também

influenciam a eficacia da remogdo (Kimmerer, 2009, Pal et al., 2010).

2.2. Estacdes de tratamento de &guas residuais — remocdo de farmacos e dos seus

metabolitos

Atualmente, e apesar dos esfor¢os crescentes para aumentar a eficacia da remogéo destes
compostos (farmacos) nas ETARS, 0s processos a que as aguas residuais sdo submetidas,
baseados na degradacdo bioldgica dos contaminantes/poluentes, ndo sdo totalmente
eficientes na remocdo dos residuos farmacéuticos (Melo et al., 2009). A eficiéncia de
remocao, utilizando o tratamento bioldgico, é tanto mais elevada quanto maior a

hidrofobia dos compostos, tal como demonstra Rosal et al. (2010).

Existe um grande nimero de estudos que relacionam a presenca de residuos de
substancias farmacéuticas nas aguas residuais e a sua consequente presenca no ambiente
(Melo et al., 2009, Rosal et al., 2010, Pal et al., 2010) (Tabela 1). Desta forma, torna-se
evidente a necessidade de implementar medidas para melhorar a eficacia das estacGes de
tratamento (Ortiz de Garcia et al., 2013). No presente, o ciclo do medicamento envolve
varios passos, desde o desenvolvimento da molécula passando pelas fases de testes

clinicos, distribuicdo no mercado até a administracéo ao paciente e farmacovigilancia. No
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entanto, este ciclo ndo inclui uma avaliagdo da toxicidade ambiental inerente ao principio
ativo e aos seus metabolitos, nem uma avaliacdo relativamente ao seu destino final,

nomeadamente se ocorre uma eliminacao eficaz ao nivel das ETARs.

Tabela 1 - Eficiéncia de remocdo de algumas classes farmaco-terapéuticas nas ETARs. Adaptado a partir
de Rosal et al. (2010) e de (Pal et al., 2010)

Classes farmaco-terapéuticas Eficiéncias de remocéo nas ETARS

IBP (inibidores da bomba de protdes)

e 0s metabolitos

B-blogueadores

(atenolol, metoprolol e propanolol)

Regulador lipidico

(bezafibrato) Abaixo de 20% sendo apenas parcialmente
Antibidticos eliminados (usando processos biol6gicos para
(eritromicina, sulfametoxazol e trimetoprim) remocdo de compostos)

Anti-inflamatérios

(diclofenac, indometacina, cetoprofeno)

Antiepiléticos

(carbamazepina)

Contracetivos orais Inconclusivo
(170-etinilestradiol) (encontrados com maior frequéncia em aguas
superficiais e efluentes de ETARS)

2.3. Estudos ja realizados: classes farmaco-terapéuticas encontradas no ambiente

Um grande numero de produtos farmacéuticos tém sido reportados em ecossistemas
aquaticos, tanto marinhos como dulgaquicolas, bem como em efluentes de estacdes de
tratamento de &guas residuais (Li et al., 2010, Boix et al., 2013, Oliveira et al., 2015).
Estas substancias sdo particularmente importantes do ponto de vista ecotoxicoldgico pois
podem interferir com alguns aspetos-chaves de organismos aquaticos expostos, uma vez
que sdo projetados para exercer atividade biologica, sao lipofilicos o que lhes permite

atravessar rapidamente as membranas bioldgicas e sdo resistentes a biotransformacéo
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podendo ser considerados como persistentes no ambiente, pois sdo também resistentes
aos processos de degradacao naturais que existem no meio (Santos et al., 2010, Nunes et
al., 2015a). A sua acdo potencial pode ocorrer sobre estruturas bioldgicas, vias
bioguimicas e processos de regulacdo, que podem resultar em efeitos toxicos e dano

irreversivel a varios niveis.

A média mundial de consumo per capita de produtos farmacéuticos por ano é estimada
em cerca de 15 g, mas nos paises industrializados, o valor encontra-se entre 50 e 150 g
(Pal et al., 2010). Dados do INFARMED (2016) indicam que o grupo farmaco-
terapéutico de farmacos que atuam no aparelho digestivo esta entre 0s mais prescritos,
sendo que o omeprazol estd entre os 10 farmacos mais vendidos (Rodrigues, 2013),
acompanhando a tendéncia dos paises industrializados (Ortiz de Garcia et al., 2013),
razao pela qual os seus metabolitos tenham sido detetados em aguas residuais urbanas e
aguas superficiais (Boix et al., 2013, Boix et al., 2014, Gracia-Lor et al., 2014).

Nos ultimos anos, com 0s avancos nas técnicas analiticas, nomeadamente com a reducao
dos limites de detecdo dos equipamentos, a pesquisa e detecdo de farmacos em matrizes
ambientais aumentou consideravelmente. Foram detetados uma infinidade de produtos
farmacéuticos no meio aquético (Santos et al., 2010, Ortiz de Garcia et al., 2013, Brooks,
2014, Guo et al., 2016). As classes farmacoldgicas detetadas em maior quantidade no
compartimento aquatico, segundo Santos et al. (2010), sdo os anti-inflamat6rios nédo
esteroides (AINES), seguidos dos antibiéticos e dos antidislipidémicos (Figura 1),
justificando, desta forma, o maior nimero de estudos publicados sobre a presenca e
efeitos ambientais destas trés classes farmacoldgicas (Brooks, 2014, Oliveira et al., 2015,
Lee et al., 2015).
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Figura 1 - Classes terapéuticas detetadas no meio ambiente, expresso em percentagem relativa. Adaptado
a partir de Santos et al. (2010)

3. IBPs e Omeprazol
3.1 Estimulacdo da célula parietal

As células parietais sdo células da mucosa gastrica (Seeley et al., 2005), que possuem na
sua membrana a ATPase H*, K* (bomba de protdes - ATPase H*, K" gastrica),
responsavel pela secrecdo de ido hidrogénio (H*) usado para a sintese de acido cloridrico
(HCI) (Forte et al., 1989) (Figura 2). A ativacdo da secrecdo de acido depende de um
aumento na concentracdo de dois mensageiros intracelulares, nomeadamente o 3'5'-AMP
ciclico (¢CAMP) e o célcio livre citosélico, [Ca?*]. Por sua vez, 0 aumento destes
mensageiros estd condicionado pelas concentracfes de trés estimuladores da célula
parietal, a histamina, a acetilcolina e a gastrina. Os trés fazem aumentar os niveis de
[Ca?*]; no entanto s6 a histamina faz aumentar os niveis de CAMP. A acetilcolina e a
gastrina estimulam a secre¢do de histamina de células paracrinas localizadas perto da
célula parietal, por conseguinte aumenta 0 CAMP (Sachs e Wallmark, 1989).
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O resultado da estimulacdo da célula parietal € a ativacdo da ATPase H*, K* gastrica. No
estado “nao estimulado” estas bombas estdo inativas em vesiculas. A estimulacdo da
secrecdo de acido envolve, entdo, uma elevacdo inicial do [Ca?'] e cAMP intracelular,
seguida da ativacao das cascatas da proteina quinase, que desencadeiam a translocagéo e
a insercdo da ATPase H*, K* na membrana plasmatica apical da célula parietal (Yao e
Forte, 2003).

Mucosa

Glandula

Camada muscular da mucosa =~

Submucosa

'\ Célula principal (zimogénica)

2oy

¥

e

Célula entero-endocrina

Figura 2 - Localizagdo da célula parietal no corpo gastrico. Adaptado a partir de Gartner e Hiatt (2007).

3.2 Funcionamento da Bomba de Prot6es - ATPase H*, K* gastrica

A bomba de protdes usa a energia que resulta da hidrélise do ATP (adenosina trifosfato)
em ADP (adenosina difosfato) e fosfato para fazer o transporte de ides hidrogénio (H")
através da superficie apical da célula parietal para o limen do estdmago; simultaneamente

alguns ides potassio (K*) entram na célula por permuta com H* (Ritter et al., 2011).

O ido H" provém da reacdo catalisada pela anidrase carbénica, entre o diéxido de carbono

(CO2) e a agua (subprodutos do metabolismo da célula parietal), que resulta em acido
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carbonico (H2COs3) (Figura 3). O &cido carbonico ioniza-se dando origem ao bicarbonato
(HCO3) e ao ido hidrogénio (H*) (Sachs e Wallmark, 1989).

Os ides bicarbonato (HCOs") deslocam-se a favor do gradiente de concentragéo, da celula
parietal para o fluido extracelular, utilizando um transportador antiporte fazendo entrar
na célula ides cloreto (CI"). O CI" é secretado da célula, através de canais de cloro para 0s
canaliculos (por um processo de difusdo facilitada). Por sua vez, os ides H™ sdo também
secretados para o espaco canalicular através da ATPase H*, K* que faz entrar na célula
ides K* por transporte ativo (Guyton e Hall, 2011). Tanto o CI como o K* voltam a sair
da célula, para o espaco canalicular. O K*apenas entra na célula para o H" poder manter
a homeostase (Sachs e Wallmark, 1989).

Assim sendo, temos na zona canalicular da célula parietal Cl" e H" que dardo origem a
acido cloridrico (HCI), que é posteriormente secretado pela extremidade aberta do
canaliculo no limen da glandula. A secrecédo final no canaliculo tem ainda cloreto de
potassio (KCI), cloreto de sodio (NaCl) e agua que passa por osmose (Seeley et al., 2005,
Guyton e Hall, 2011).

Liquido Célula parietal Ldmen
extracelular canalicular
CO, =2 €O, =~ H,O
A" .
HCO; HCO3; = CO, + OH™ + H*+
4::|-g e e
HC
K+ +
5 KCI
MNa*
NacCl
» € H:

o e A e+ B P
(Osmose)
e L LD EEE L E DL LS Bt == H,O

Figura 3 - Producdo de acido cloridrico (HCI). Com a letra P estdo assinaladas as bombas de transporte
ativo, a azul a ATPase H+, K+ gastrica; as setas tracejadas indicam osmose e difusdo passiva. Adaptado a
partir de Guyton e Hall (2011)
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3.3 Mecanismo farmacoldgico do omeprazol

O omeprazol é um inibidor irreversivel da ATPase H*, K™ (a bomba de protdes). Tal como
todos os inibidores da bomba de protdes, o0 omeprazol € administrado na forma de pré-
farmaco inativo. Sendo uma base fraca lipofilica (pKa de 4 a 5) (Katzung et al., 2012)
desagrega-se no intestino a pH basico, é absorvido, e do sangue, entra nas células parietais
(Ritter et al., 2011). No citoplasma da célula parietal, onde o pH é neutro, esta inactivo.
No entanto, quando passa para o canaliculo secretor (onde o pH pode chegar a 1,0) é
protonado, ou seja, € neste local que sofre uma rapida conversdo molecular na forma ativa

tornando-se uma sulfonamida (Wallmark, 1986) (Katzung et al., 2012).

Concentra-se nesta zona canalicular, uma vez que se liga covalentemente ao grupo
sulfidrilo das cisteinas localizadas no limen da subunidade o da ATPase H*, K*. Como
consequéncia desse acoplamento irreversivel, os canais ionicos envolvidos na expulsdo

de H" da célula e na absorcéo de K* sdo bloqueados (Puscas et al., 1999).

3.4 Metabolizacdo do omeprazol

No figado, o omeprazol é amplamente metabolizado pelo sistema citocromo P450 (CYP)
(Shin e Sachs, 2008). A metabolizacdo do omeprazol resulta em trés metabolitos
primarios principais: omeprazol sulfona, hidroxiomeprazol (5-hidroxi-omeprazol e 3-
hidroxi-omeprazol) e omeprazol sulfito (Howden, 1991, Andersson et al., 1993, Karam
et al., 1996, Nevado et al., 2014) (Figura 5).

O hidroxiomeprazol e o seu correspondente acido carboxilico [in vivo, parte do
hidroxiomeprazol € convertido em carboxiomeprazol (Andersson et al., 1993)] assim
como omeprazol sulfona e omeprazol sulfito foram os principais metabolitos detetados

na urina de humanos que receberam omeprazol (Petsalo et al., 2008, Nevado et al., 2014).

Estudos mostram que existem diferengas quantitativas no metabolismo estereosseletivo
dos isdmeros Gticos do omeprazol (S-omeprazol e R-omeprazol) (Figura 4), sendo
mediado principalmente pela CYP2C19, responséavel pela formacdo da maior parte de
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hidroxiomeprazol, e CYP3A4, que forma a sulfona (Abel6 et al., 2000, Karam et al.,
1996), até a data ndo se conhece a enzima do CYP responsavel pela formacdo do

omeprazol sulfito.

Considerando a estrutura do omeprazol, o substituinte piridina é o alvo preferido do
metabolismo. Segundo estudos realizados por Abeld et al. (2000), a enzima CYP2C19 é
responsavel por cerca de 70% do metabolismo do S-omeprazol e cerca de 90% do isomero
R. O omeprazol sofre 5-hidroxilagdo no grupo benzimidazol pela CYP2C19 ou 3-
hidroxilagdo pela CYP3A4, assim ambas catalisam a hidroxilagdo embora a CYP2C19
seja a principal enzima com esta capacidade. A CYP3A4 ¢ a Unica responsavel pela
sulfoxidacdo, ou seja, a formacdo do omeprazol sulfona € exclusivamente da
responsabilidade desta enzima (Karam et al., 1996). Sabendo que a CYP2C19 é a
principal enzima responsdvel pela hidroxilagdo em concentracBes terapeuticamente
relevantes (Andersson et al., 1993), é de ter em conta que as enzimas CYP2C8 e
CYP2C18 também contribuem para a hidroxilacdo, ainda que residual (Karam et al.,
1996). Abeld et al. (2000) evidenciaram ainda que enzimas como a CYP2C9 e CYP2D6
sdo de menor importancia para a formacdo dos trés metabolitos dos isomeros 6ticos do
omeprazol, no entanto, estdo também envolvidas na depuracdo metabdlica global do

farmaco.

S -
77 =
HN
S-omeprazal D\ R-omeprazol O\

Figura 4 - Estrutura quimica dos isomeros 6ticos do omeprazol
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Omeprazol sulfito

o

.

Hidroxiomeprazol

Omeprazol sulfona

Figura 5 — Formula estrutural dos principais metabolitos do omeprazol

4. Biomarcadores
4.1. Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

Entre as carateristicas mais relevantes dos contaminantes aquaticos estdo a lipofilia e a
persisténcia ambiental, o que facilita a captacdo e acumulacdo nos organismos. A
metabolizacdo destes xenobidticos é essencial para a sua eliminagdo. Nos processos de
desintoxicacdo, participam algumas enzimas do citocromo P450 (CYP) (Beijer, 2007).
Os niveis mais elevados das enzimas CYP sdo encontrados ao nivel do figado, no entanto
podem ser encontradas na maioria dos tecidos de grande parte dos organismos (Whyte et
al., 2000).

Entre as varias enzimas do complexo citocromo P450, estd o citocromo P450 1Al
(CYP1Al), uma enzima que catalisa reacdes de fase I, com o objetivo de aumentar a
solubilidade em &gua para eliminacdo de xenobioticos (Whyte et al., 2000), tais como
farmacos e outros poluentes ambientais (hidrocarbonetos poliaromaticos, compostos
semelhantes a dioxinas, bifenilos policlorados) bem como a ativacdo metabolica desses

compostos (Novotna et al., 2014).
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O recetor de hidrocarboneto de arilo (AHR) é um fator de transcricdo dependente de
ligante. Entre os genes alvo do AHR, estdo os genes que codificam enzimas do
metabolismo de farmacos, incluindo os citocromos P450 (CYP1ALl, CYP1A2 e CYP1B1)
(Ghafarian-Bahraman et al., 2017). A atividade da etoxiresorufina O-desetilase (EROD)
é um indicador altamente sensivel da presenca de contaminantes em peixes, fornecendo
evidéncia de inducdo mediada pelo recetor de monoxigenases dependentes do citocromo
P450, especificamente, da CYP1AL (Kirby et al., 2004, Ferreira et al., 2004). Na presenca
destes compostos (hidrocarbonetos aromaticos halogenados / policiclicos), podemos
verificar o aumento da expressao dos genes CYP1A1 em peixes (Pacheco e Santos, 1998,
Whyte et al., 2000, Ferreira et al., 2010, Novotna et al., 2014). Por outro lado, a atividade
da EROD pode ser dificultada por produtos quimicos que se podem ligar
competitivamente ou alterar alostericamente a estrutura do AHR ou CYP1A (Arukwe et
al., 1997, Wall e Crivello, 1998); ou ainda atuar como inibidores da atividade enzimatica,
tal como relatado por Monosson e Stegeman (1991) e DiGiulio et al. (1993) ao utilizarem

peixes de regides altamente poluidas que ndo exibiram atividade elevada da EROD.

Omeprazol é metabolizado no figado principalmente pelo CYP2C19 e pela CYP3A4
(Abelo et al., 2000, Karam et al., 1996). Além disso, Curi-Pedrosa et al. (1994) e Shih et
al. (1999) demonstraram que o omeprazol tem capacidade de induzir genes de CYP1A

em células, sendo ainda ativador do recetor de hidrocarboneto de arilo (Diaz et al., 1990).

4.2. Catalase (CAT)

Muitos xenobidticos promovem stresse oxidativo em organismos aquaticos (Oliveira et
al., 2015, Nunes et al., 2015a, Rodrigues et al., 2016), devido a capacidade de induzir
uma hiperproducéo de ERO, que consequentemente podem exercer danos oxidativos nos
componentes celulares (Valavanidis et al., 2006, Rodrigues et al., 2016). As ERO sé&o
intermediarios de vida curta, altamente instaveis e quimicamente reativos, que tendem a
reagir com componentes subcelulares, perturbando, assim, as funcionalidades da célula
(Nunes et al., 2014).
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O equilibrio entre as defesas antioxidantes e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(que ocorre naturalmente) é fundamental para a homeostase do animal. Quando existe
uma hiperproducéo de ERO existe um desequilibrio que podera levar a interferéncia no
transporte de eletrdes na membrana mitocondrial (com consequente acumulagdo de
intermediéarios reativos), inativagdo de enzimas antioxidantes, deplecdo de antioxidantes
ndo enzimaticos, peroxidacao lipidica da membrana, comprometimento irreversivel do
DNA e até a morte celular (Valavanidis et al., 2006, Modesto e Martinez, 2010). Para
lidar com o dano oxidativo, os organismos desenvolveram sistemas de defesa
antioxidante (enzimatica e ndo-enzimética). A atividade de intermediarios enzimaticos
especificos pode servir como biomarcadores de stresse oxidativo (Davies, 1995),
indicando o estado redox geral do organismo que pode ser inferido a partir de perfis de
inducdo ou inibicdo das suas atividades. A partir deste conjunto de enzimas, é possivel
destacar a catalase (CAT) e as glutationa-S-transferases (GSTs) que s&o conhecidas pela
atividade preventiva do dano oxidativo provocado pelas espécies reativas de oxigénio
(Van der Oost et al., 2003, Ramos et al., 2014, Nunes et al., 2015¢). Apesar da eficacia
deste sistema de defesa, a exposicdo a poluentes quimicos tdxicos pode causar um
desequilibrio permanente neste estado de equilibrio, induzindo uma diminui¢do na sua

eficiéncia (Nunes et al., 2014).

A catalase (CAT) é uma enzima antioxidante, que pertence a uma familia de enzimas que
esta presente principalmente nos peroxissomas (Modesto e Martinez, 2010), é uma
enzima antioxidante com funcdo dupla: atividade catalitica - decomposi¢do de peroxido
de hidrogénio (H20.), resultante da degradacdo do anido superoxido pela superoxido
dismutase, em H2O e O; e atividade peroxidativa - oxidacdo de dadores de hidrogénio,
por exemplo, metanol, etanol, acido formico, fendis, com o consumo de peroxido (Aebi,
1984, Ramos et al., 2014) .

2H,0, —&@ase y S04+ 0,
catalase

ROOH+AH, — *» H:O+ROH+A

Figura 6 - Esquema da atividade catalitica da catalase. Adaptado de Aebi (1984)
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A atividade da catalase pode ser aumentada ou diminuida em ambientes contaminados ou
apos a exposicdo a poluentes, dependendo do agente quimico em questdo (Modesto e
Martinez, 2010). Um aumento da atividade da CAT pode ser resultado da geracdo de
maiores quantidades de peroxido de hidrogénio, que por sua vez é consequéncia de um
aumento de espécies reativas de oxigénio (Ramos et al., 2014). Por outro lado, os radicais
de oxigénio tém a capacidade de oxidar sistemas antioxidantes ndo enzimaticos (como os
tocoferois e 0 ascorbato), catecolaminas e tidis e inativar diversas enzimas antioxidantes,

como o caso da propria catalase (Valavanidis et al., 2006, Rodrigues et al., 2016).

Tém sido realizados varios estudos recorrendo a analise da variacdo da atividade da
catalase para perceber o impacto que contaminantes quimicos, nomeadamente farmacos,
podem exercer sobre organismos aquaticos (Li et al., 2011, Ramos et al., 2014, Rodrigues
etal., 2016).

4.3. Glutationa-S-transferases

As glutationa S-transferases (GSTs) pertencem a uma familia de isoenzimas metabolicas
de fase Il (Van der Oost et al., 2003) cujas funcBes essenciais passam pelo transporte
intracelular (heme, bilirrubina e &cidos biliares) e pela biossintese de leucotrienos e
prostaglandinas (George e Buchanan, 1990). Além disso, desempenham um papel
fisiolégico no inicio da desintoxicacdo de agentes alquilantes potenciais, incluindo
compostos farmacologicamente ativos: séo responsaveis pela conjugacdo de compostos
eletrofilicos (ou metabolitos de fase 1) com o grupo tiol (SH) da glutationa (GSH)
neutralizando os locais eletrofilicos e tornando os produtos mais hidrossolUveis (Habig et
al., 1974). Assim, um papel critico para as GSTs &, obviamente, a defesa contra danos

oxidativos e produtos peroxidativos de DNA e lipidicos (Malins, 2018).

Em peixes, a quantidade de GSTs, a sua atividade ligante, a capacidade de ligar anides
organicos, sais biliares e bilirrubina parece diferir da dos mamiferos (George e Buchanan,
1990). No entanto, varios estudos demonstram que a atividade das glutationa S-

transferases dos organismos aquaticos é afetada (tanto induzida quanto inibida) quando
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existe uma exposi¢do a alguns xenobioticos (Oikari e Jimenez, 1992, Boon et al., 1992,
Pedrajas et al., 1995, Li et al., 2010).

4.4. Biomarcadores histopatolégicos

A histopatologia ¢ uma ferramenta adequada entre os métodos ecotoxicoldgicos pois
apresenta-se como uma resposta evidente a médio prazo a stressores ambientais em doses
subletais. Fornecendo um método rapido para detetar os efeitos de contaminantes
aquaticos, especialmente cronicos, permitindo localizar, descrever e quantificar lesdes
que ocorrem em Grgaos-chave selecionados de peixes expostos (Bernet et al., 1999, Nero
et al., 2006, Barisi¢ et al., 2015). O figado e as branquias sdo 6rgdos adequados para
exame histoldgico, visto que através das suas possiveis alteracdes histoldgicas se reflete
a saude geral da populacdo de peixes no ecossistema (Bernet et al., 1999, Ayadi et al.,
2015).

Nos peixes 6sseos as branquias estdo inseridas na cavidade opercular, e encontram-se
divididas em arcos. A partir de cada arco divergem filamentos branquiais, nos quais se
inserem duas fileiras de lamelas secundérias. Estas lamelas sdo extensamente
vascularizadas, revestidas por epitélio simples pavimentoso sustentado por células pilares
(Evans et al., 2005, Genten et al., 2009) (Figura 6). As branquias sdo 6rgaos envolvidos
na respiracao, equilibrio osmotico e iénico, regulacdo acido-base, excrecdo de residuos
nitrogenados e modulacdo de neurotransmissdo em peixes (Evans et al., 2005). Além
disso, exibem uma grande superficie que esta em contato direto e permanente com

possiveis contaminantes (Nunes et al., 2015c).

As alteracOes histoldgicas em branquias sdo, normalmente inespecificas, dependendo da
dose e duracdo da exposicdo, especialmente nos casos de niveis subletais de poluentes
aquaticos (Nero et al., 2006). Para demonstrar o impacto que os farmacos enquanto
contaminantes aquaticos podem exercer foram realizados alguns estudos recorrendo a
analise histoldgica das branquias de diversos peixes (Nunes et al., 2015c¢, Rodrigues et
al., 2017).
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Figura 7 - Filamento branquial do organismo Pimephales promelas, seccéo sagital através do seio venoso
(formalina, HE, barra = 16,7 um); 1. lamela primaria; 2. lamela secundéria; 3. célula epitelial; 4. célula
mucosa; 5. célula pilar; 6. lacuna (limen capilar); 7. eritrcito no Iumen capilar; 8. célula basal
indiferenciada; 9. seio venoso central. Adaptado a partir de Yonkos et al. (2000)

O figado desempenha um papel importante nas func@es vitais do metabolismo basico,
realiza fungdes essenciais como regulacdo do metabolismo, sintese de proteinas
plasmaticas, armazenamento de energia e excre¢do de xenobidticos (Bernet et al., 1999,
Capkin e Altinok, 2013). Representa o 0rgdo principal para a acumulagdo, a
biotransformacdo e a excrecdo de contaminantes no peixe (Ayadi et al., 2015).
Relativamente a histologia do figado, nos peixes podem ser destacados dois tipos basicos
gerais de figado: os que contém tecido pancreatico versus os que ndo contém. Os que
contém tecido pancreatico exdcrino sdo frequentemente chamados de “hepatopéancreas”

(Figueiredo-Fernandes et al., 2007b) (Figura 8).

Varios estudos relataram alteracdes do tecido hepatico em peixes ap6s exposi¢do a uma
ampla gama de poluentes aquaticos (Figueiredo-Fernandes et al., 2007a, Pal et al., 2012,
Nunes et al., 2015a, Rodrigues et al., 2017).
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Figura 8 — Figado e hepatopancreas do organismo Cyprinus carpio: parénquima hepatico (1), bem como
um tracto veno-pancreatico consistindo de um aferente da veia porta (2 - eritrocitos laranja) rodeado por
células pancreaticas exdcrinas (3 - castanho avermelhado). Estes conjuntos, que podem ser acompanhados
por arteriolas ou ductos biliares, sdo disseminados por todo o figado. Adaptado a partir de Genten et al.
(2009)

5. A importancia dos peixes enquanto organismos teste em bioensaios

Os organismos aquaticos podem constituir-se como sistemas modelo para a investigacédo
dos efeitos dos xenobidticos, devido as suas funcdes ecoldgicas e na rede tréfica,
propensdo a bioacumulacdo e responsividade a baixas concentracfes de substancias
toxicas em comparagdo com 0s organismos terrestres, podendo fornecer dados
experimentais para avaliar os efeitos subtis do stresse oxidativo, mutagenicidade e outros
efeitos adversos dos poluentes (Van der Oost et al., 2003, Valavanidis et al., 2006, Nunes
et al.,, 2015a). No caso particular dos peixes, vertebrados mais abundantes no
compartimento aquatico, sdo possiveis varias vias de exposi¢do, tais como as branquias,
o0 tegumento (pele) ou o trato gastrointestinal (através da ingestdo de agua e alimentag&o).
No entanto, as propriedades quimicas intrinsecas de cada xenobiotico, a possibilidade do

produto quimico ser degradado no meio aquatico ou biotransformado por organismos de
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baixo nivel tréfico, também influenciam a capacidade deste exercer algum efeito no

organismo teste (Malins, 2018).

Sparus aurata (n.v. dourada) € um peixe marinho que habita zonas sublitorais (fundos
arenosos e de ervas marinhas, bem como a zona de rebentacdo) normalmente a
profundidades de cerca de 30 m, mas pode ocorrer até aos 150 m de profundidade (em
individuos adultos). Ocorre naturalmente no Mar Mediterraneo, no Mar Negro e no
Atlantico Oriental, desde as llhas Britanicas, Estreito de Gibraltar até Cabo Verde e em
torno das llhas Canéarias. E um peixe principalmente carnivoro alimentando-se
principalmente de invertebrados e peixes. A dourada é um hermafrodita sequencial (com
uma dicogamia protandrica): € um macho funcional nos primeiros dois anos, e com mais
de 30 cm de comprimento torna-se fémea. Pode atingir os 70 cm e 2,5 Kg, sendo uma das
suas principais caracteristicas possuir um hepatopancreas (Van der Oost et al., 2003,
Genten et al., 2009, Calo et al., 2017, Sola et al., 2018, Malins, 2018). E um peixe de
crescente interesse economico que tem sido tradicionalmente cultivado em lagoas

costeiras salobras/salgadas do Mediterraneo e Atlantico (Sola et al., 2018).

6. Objetivos

Este trabalho tem como principal objetivo avaliar os efeitos da exposi¢do cronica do
omeprazol sulfito no mecanismo biotransformacdo e de defesas enzimaticas
antioxidantes, assim como possiveis alteragdes histolégicas em Orgdos chave,
nomeadamente, branquias e figado de S. aurata, em individuos expostos a concentracfes
ecologicamente realistas do composto teste. O cenario stresse oxidativo foi avaliado em
branquias e figado através da variacdo da atividade da CAT e das GSTs; a atividade da
enzima metabolizadora EROD foi determinada apenas no figado. Para determinar os
efeitos histopatologicos provocados pelo omeprazol sulfito, foram avaliadas as alteragdes

tecidulares no figado e branquias.

21



Efeitos de concentragdes ambientalmente relevantes de omeprazol em Sparus aurata: abordagem baseada

em biomarcadores

7. Material e Métodos
7.1. Proveniéncia e acondicionamento dos peixes

Os organismos teste (72 animais) foram gentilmente cedidos pelo IPMA (Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera) de Olh&o, sul de Portugal, tendo sido transportados
para o laboratorio em tanques com agua salgada devidamente oxigenada. Foram mantidos
durante 30 dias em condicBes laboratoriais controladas (periodo de
quarentena/aclimatacdo), em tanques de 500 L (aproximadamente 7 L de agua para cada
animal) com recirculacdo de dgua. A qualidade da agua foi monitorizada ao longo do
periodo de aclimatacdo. As condicGes abidticas foram: salinidade 36 + 1, pH 13 + 1,
oxigénio dissolvido 8,0 + 0,4 mg/L, temperatura 19 + 1°C, verificadas com sonda
multiparamétrica (YSI, 556 MPS) e fotdmetro (YSI, 9300 Photometer). Os organismos
foram alimentados a cada dois dias com alimento artificial (Sorgal, Portugal), até a
saciedade. Ndo foram registadas mortes ou sintomas de doenca durante o periodo de

quarentena e aclimatacao.

No final do periodo de quarentena foram selecionados aleatoriamente 60 individuos com
tamanhos semelhantes (tamanho e peso médio 16,8 cm e 69,5 g, respetivamente). Os
organismos foram divididos em quatro grupos distintos, e depois subdivididos em trés
réplicas com cinco individuos cada. Cada grupo foi depois acondicionado em aquérios de

50 L num total de 12 aquarios.

7.2. Exposigédo ao omeprazol sulfito

A exposicao cronica foi realizada de acordo com as condigdes constantes na norma 215
da OECD (2000). Cada aquério foi sujeito a uma concentracdo sub-letal de omeprazol
sulfito diferente, ou seja, 0,03 ug/l [concentracdo baixa (LC)], 0,3 pg/l [concentracdo
média (MC)] e 3,0 pg/l [concentracdo alta (HC)]. No grupo controlo (CC), os organismos
ndo foram expostos ao composto teste. A escolha das concentracfes de metabolito teve por

base o trabalho de Gracia-Lor et al. (2014) que reportou concentragdes de 0,028 pg/l em
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amostras de aguas superficiais e de 0,06 a 0,29 ug/l em efluentes. A exposi¢do foi

conduzida durante 28 dias.

Durante o periodo de exposic¢éo, os animais foram alimentados a cada 48 h com alimento
artificial (Sorgal, Portugal), até & saciedade, e 0 meio de exposi¢do renovado a 80% a
cada 2 dias, sendo que as concentracbes de omeprazol sulfito foram ajustadas e os
parametros fisico-quimicos (temperatura e salinidade da agua, pH, concentracédo de O,
nitritos, nitratos e amonia) controlados com sonda multiparamétrica (YSI, 556 MPS) e
fotometro (YSI, 9300 Photometer). Como o omeprazol ¢é fotodegradavel (DellaGreca et
al., 2006), os aquérios foram integralmente cobertos com rede sombra e a sala esteve em
obscuridade completa de forma a evitar qualquer entrada de luz, de modo a garantir que

a concentracao de composto se mantinha estavel ao longo de todo o ensaio.

O uso dos organismos foi previamente autorizado pelo Comité de Etica (ORBEA) da
instituicdo de acolhimento (CIIMAR). Além disso, este trabalho teve em conta os

regulamentos portugueses para testes de bem-estar animal (Decreto-Lei 113/2013).

7.3. Amostragem e preparacgdo dos tecidos

Depois do periodo de exposicao, os peixes foram eutanasiados. O método utilizado foi
descrito por Wilson et al. (2009) e adaptado a S. aurata. A eutanasia dos organismos deu-
se por arrefecimento rapido, com imersdo imediata num recipiente contendo
aproximadamente quantidades iguais de gelo ¢ agua (<4 °C) até que 0s animais perderam
a capacidade de nadar e o reflexo opercular. Este procedimento provou ser rapido e eficaz,
ndo mostrando evidéncias de produzir anormalidades histoldgicas. Para o sacrificio
recorreu-se a decapitacdo dos animais, sobre tampéo fosfato 200 mM, pH=7, 0,1 % Triton

X-100, imediatamente ap0os o opérculo.
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7.4. Ensaios enzimaticos

No que diz respeito a preparacdo do material biologico, para a determinacéo da atividade
das enzimas catalase e GSTs, porcdes do figado e das branquias foram isolados e
colocados num microtubo Eppendorf com 1 mL de tampéo fosfato 50 mM, pH 7,0, com
Triton X-100 0,1%, foram homogeneizados com um sonicador (Branson Sonifier 250) a
4 °C. O homogeneizado foi levado a centrifugar a 15000 g (centrifuga Eppendorf 5810R)
durante 10 minutos a 4 °C, o pellet rejeitado e o sobrenadante foi acondicionado em
microtubos de Eppendorf a -80°C para posterior utilizacdo na determinacao das atividades

enzimaticas.

Para a determinacdo da atividade enziméatica da EROD, uma porcéo do figado foi isolada
e colocada numa proporcao de 1:4 num microtubo Eppendorf com tampdo Tris HCI 50
mM, KCI 0.15 M, depois foi homogeneizado com um sonicador a 4 °C. O homogeneizado
foi levado a centrifugar a 15000 g durante 15 minutos a 4 °C, o pellet rejeitado e 0
sobrenadante foi acondicionado em microtubos de Eppendorf a -80 °C para posterior

determinacéo das atividades enzimaticas.
Para todas as determinacdes enziméticas, cada amostra foi replicada 4 vezes.
7.4.1. Determinacdo da atividade da enzima etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

A atividade da EROD hepatica foi determinada tendo em conta os métodos fluorimétricos
descritos por Cheah et al. (1995), Ferreira et al. (2010) e Pacheco e Santos (1998). Numa
primeira fase foram preparados microssomas, atraves da homogeneizacdo dos tecidos
com tampéo Tris HCI 50 mM, KCI 0,15 M e posterior centrifugacao. Para a obtencéo dos
microssomas foi usado o método da agregagdo com célcio, no qual a amostra foi diluida
com uma solugdo de sucrose 12,5 mM com cloreto de calcio 8 mM a pH 7,4, e

posteriormente centrifugada.

A amostra foi incubada na presenca de etoxiresorufina, e a reagéo iniciada com a adicéo
do co-fator NADPH.
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O aumento progressivo da fluorescéncia, resultante da formacéo de resorufina, foi medido
durante 10 min (comprimento de onda de excitacdo 540 nm, comprimento de onda de
emissdo 590 nm) a cada 72 segundos; a atividade foi determinada por interpolagédo
numerica com recurso a uma curva padréo de resorufina e expressa em pmol/min/mg de

proteina.
7.4.2. Determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT)

Para a determinacdo da atividade da catalase nos tecidos selecionados (branquias e
figado) foi utilizada uma adaptacdo do método descrito por Aebi (1984). A atividade da
catalase foi determinada com um método espetrofotométrico que monitorizou a
decomposicdo de H,02a A = 240 nm (g 240 = 0,00394 + 0,0002 litros mmol™* mm™). A
diferenca das absorvancias medidas por unidade de tempo indica a atividade da enzima.
O ensaio foi avaliado pela diminuigéo da absorvancia a A = 240 nm de 20 em 20 segundos

durante 5 minutos. A atividade da catalase foi expressa em pmol.min.mg™ de proteina.
7.4.3. Determinacdo da atividade das isoenzimas GSTs

A atividade das isoenzimas GSTs foi determinada com base no metodo
espetrofotométrico descrito por Habig et al. (1974). A semelhanca do ensaio da atividade
da catalase, esta determinacéo foi feita em branquias e figado do organismo teste (S.
aurata) com uma diluicdo das amostras de 1/1000 em figado e de 1/400 em branquias,
com recurso ao mesmo tampao (tampéo fosfato 50 mM, pH 7,0, com Triton X-100 0,1%).
Este ensaio tem por base a capacidade das transferases da glutationa catalisarem a
conjugacdo da glutationa na sua forma reduzida (GSH) com compostos com centros
eletrofilicos. Assim, catalisam a reacdo de conjugacdo do substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com o grupo tiol da glutationa reduzida, formando um tioéter (e

= 9,6 mM~cm™) que pode ser monitorizado pelo aumento da absorvancia a A = 340 nm.

O ensaio foi avaliado pelo aumento da absorvancia a A = 340 nm a cada 20 segundos até

5 minutos. A atividade das GSTs foi expressa em pumol.min*.mg? de proteina.
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7.4.4. Quantificacdo da proteina total

A quantificacdo final da proteina total foi realizada de acordo com o0 método descrito por
Bradford (1976). Envolve a ligacdo do corante coomassie brilliant blue G-250 (presente
no reagente de Bradford Biorad®) a proteina total, formando um complexo corado estavel
que leva a alteracdo do mé&ximo de absor¢do do corante de A = 465 para 595 nm. A
intensidade da coloracdo formada foi medida a um comprimento de A = 595 nm. Os

padrdes foram preparados com concentracdo crescente de y-globulina bovina.

7.5. Técnica histoldgica
7.5.1. Procedimento experimental

O procedimento experimental da técnica histologica foi baseado nos métodos descritos
por Tolosa et al. (2003). As amostras de figado e branquias (segundo arco branquial)
foram quimicamente fixadas em solucdo de Bouin durante 24 h. As brénquias foram
depois sujeitas ao processo de descalcificacdo, para tal foi utilizada uma solucdo de

descalcificacdo durante 24 horas.

As amostras foram entdo desidratadas usando solucdes de etanol de concentracéo
crescente (70%, 80%, 90% e 100%). Seguiu-se a diafanizagdo/clareamento das amostras
com parafina. Depois foi usada uma solucdo de xilol durante 2 horas e finalmente, as
amostras foram incorporadas em parafina (56-58 °C). Apés a incorporagdo de parafina,
0s moldes foram seccionados (3 um) no plano parasagital usando um micrétomo manual
(Reichert-Jung 2030). Antes da coloracdo foi efetuada a desparafinagdo com xileno.
Depois disso foi efetuada a reidratacdo em etanol em concentragdes decrescentes (100%,
90%, 80%, 70%) e agua destilada (5 minutos). As seccbes foram posteriormente coradas
com hematoxilina-eosina (HE) e azul de alcian - &cido periodico-Schiff (AB-PAS). A
montagem foi realizada com DPX (temperatura ambiente) e a secagem ocorreu durante a
noite. As preparacdes foram analisadas com um microscopio de luz composto (Olympus
CX41) acoplado a uma cémara digital USB (Olympus, SC30). Foram tiradas

fotomicrografias, de branquias e figados, com uma ampliacdo de 200 X e 400 X.
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7.5.2. Andlise qualitativa e semi-quantitativa dos 6rgédos/tecidos

Foi analisada a histologia normal dos tecidos (branquias e figado), tendo como base a
obra de Genten et al. (2009), para depois ser feita a identificacdo das alteracdes

histoldgicas.

Os indices de condicdo histopatoldgica (1) para figado (I.) e branquias (Ig) foram
adaptados de Bernet et al. (1999). Para cada 6rgdo investigado (org), as respetivas
alteracdes (alt) patoldgicas sao classificadas em cinco padrdes de reacdo (rp): disturbios
circulatorios; alteracdes regressivas/degenerativas; alteracdes progressivas; alteracdes

inflamatorias e alteracbes neoplésicas ou tumorais (Bernet et al., 1999).

A importancia patoldgica da alteracdo observada foi definida com um “Importance
factor” (w), classificado com 1, 2 ou 3, correspondendo a uma importancia patoldogica
minima (lesbes patologicas reversiveis), moderada (lesbes que na maioria dos casos
retornam apOs a neutralizacdo da agente stressor) e grave (lesdes muitas vezes

irreversiveis que causam perda parcial ou total de funcdo do 6rgao afetado) (Tabela 2).

Cada alteragdo foi também avaliada usando um “score value” (a) variando de O a 6
dependendo do grau e extensdo da alteracdo: (0) inalterada; (2) ocorréncia leve; (4)
ocorréncia moderada; e (6) ocorréncia grave e difusa (os valores intermediarios ndo foram

aplicados).

Usando o “Importance factor” e 0 “score value”, foram calculados dois indices: o indice
de reacédo do 0rgao (I orgrp) € 0 indice de 6rgéos (I org), Segundo as equacoes: | orgrp = Zait

(@orgrpalt X Worgrpalt) € | org = Zrp Zait (& orgrpalt X W org rp alt).-

Os indices de condicédo histopatoldgica representam o significado das lesdes e o0 grau de

dano, que permite que a avaliagdo estatistica se torne praticavel.

27



Efeitos de concentragdes ambientalmente relevantes de omeprazol em Sparus aurata: abordagem baseada

em biomarcadores

Tabela 2 - Descricao dos padrdes de reacao e exemplos de alteracOes especificas atribuidas a cada categoria
de branquias e tecidos hepaticos no presente estudo. Os nimeros correspondem aos fatores de importancia

dada as alteracdes especificas das branquias e do figado. Adaptado a partir de Bernet et al. (1999)

Padroes de reacdo Alteracdes especificas dos tecidos

Branquias w Figado w

Circulatorias Hemorragia 1 Hemorragia 1
Hiperemia 1 Hiperemia 1

Aneurisma 1 Aneurisma 1

Edema 1 Edema 1

Regressivas Levantamento epitelial 1 Depositos de glicogénio 1
Fuséo lamelar 1 Vacuolizagdo do citoplasma 1

Necrose 3 Nucleos picndéticos 2

Necrose 3

Progressivas Hiperplasia 2 Hiperplasia 2
Hipertrofia 1 Hipertrofia 1

Inflamatorias Infiltracdo de leucécitos 2 Infiltragdo de leucocitos e 2

melanomacroéfagos

Neoplasicas Benigno/ Maligno 2/3 Benigno/ Maligno 2/3

7.6. Andlise estatistica

Apos verificacdo dos pressupostos de distribuicdo normal e homogeneidade de variancias
dos dados obtidos, estes foram sujeitos a uma analise unifatorial de variancia (One-Way
ANOVA), seguida, se necessario (p < 0,05), de um teste de Dunnett, para verificar se as
diferencas obtidas nos grupos expostos eram significativamente diferentes do grupo
controlo. Os resultados sdo apresentados como a media + desvio padrdo para cada
tratamento. A analise estatistica foi realizada com o software SigmaPlot 11.0. Foi usado

um nivel de significancia (o) de 0,05.
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8. Resultados

8.1. Biomarcadores enzimaticos

8.1.1. Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

Os resultados correspondentes a atividade da EROD sdo apresentados na Figura 9. As
diferengas nos valores médios entre os diferentes grupos de tratamento ndo s&o
suficientemente grandes para excluir a possibilidade de que a diferenca se deve a
variabilidade aleatéria da amostragem, ou seja, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre organismos controlo e os expostos as diferentes concentragfes de

omeprazol sulfito (Analise de Variancia Unifatorial: F (356 = 0,606; p = 0,614).

14 5

EROD figado
1.2 -
1.0

of }

0.6 4

0.4 o

atividade EROD (pmol/min/mg proteina)

02 4

00 T T
control 0,03 0,30 3,00

omeprazol sulfito (ug/L)

Figura 9 — Atividade enzimatica da EROD em figado de S. aurata. Os dados séo expressos como valores
médios de cada tratamento + desvio padrdo. Ndo foram evidenciadas alteracBes estatisticamente
significativas entre grupos experimentais (Analise de Variancia Unifatorial: p > 0,05).

8.1.2 Catalase

Os valores correspondentes a atividade da catalase em branquias (Figura 10A) ndo
demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos

experimentais (Analise de Varidncia Unifatorial: F 3569 = 2,411; p = 0,076). Pelo
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contrério, no figado (Figura 10B) (Analise de Variancia Unifatorial: F (356 = 8,145; p <
0,05), foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
grupos experimentais. Recorrendo ao teste de Dunnett, verificou-se que existiram
diminuicdes significativas, das atividades da catalase; entre as concentracbes mais

elevadas e o grupo controlo (0,30 pg/L e 3,00 pg/L) (Teste de Dunnett: p < 0,05).
8.1.3. Glutationa-S-transferases

No que diz respeito a atividade das isoenzimas GSTs nas branquias 0s organismos
expostos ao omeprazol sulfito apresentaram diferencas estatisticamente significativas
entre os diferentes grupos experimentais (Analise de Variancia Unifatorial: F [356) =
8,077; p <0,05), nomeadamente nas concentracdes 0,03 pg/L e 0,30 pg/L em comparagédo
com o grupo controlo (Teste de Dunnett, p < 0,05), notando-se uma clara diminuicdo da
atividade destas isoenzimas (Figura 10C). Também foram observadas diferencas
estatisticamente significativas ao nivel da atividade das GSTs no tecido hepéatico (Anélise
de Variancia Unifatorial: F 356 = 5,632; p < 0,05) (Figura 10D). Recorrendo ao teste de
Dunnett, verificou-se uma diminui¢do da atividade das GSTs em animais expostos a
concentracdo mais elevada 3,00 pg/L, em comparagdo com 0s animais do grupo controlo
(Teste de Dunnett, p < 0,05).
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Figura 10 — Atividades enzimaticas da catalase em branquias e figado (A e B, respetivamente) e das
isoenzimas GSTs em branquias e figado (C e D, respetivamente). Os dados sdo expressos como valores
médios de cada tratamento + desvio padrdo. Os grupos com alteragdes estatisticamente diferentes do grupo
controlo (Teste de Dunnett, p < 0,05) estdo marcados com um asterisco (*).
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8.2. Histopatologia das branquias

8.2.1. Avaliacdo qualitativa

Individuos do grupo de controlo apresentaram filamentos branquiais com arquitetura
normal (Figura 11A). No entanto, alguns individuos expostos apresentaram lesdes
regressivas, apos o periodo de exposi¢do, como levantamento epitelial (Figura 11B),
fusdo lamelar, neste caso resultante da alta severidade das alteracbes progressivas,
levando a fusdo total de lamelas secundarias (Figura 11F), e algumas mudancas na
arquitetura do tecido como encurtamento e ondulacgéo de lamelas secundarias (“curling”).
Foram evidenciadas alteracfes circulatérias como hemorragias e hiperemia (Figura 11C)
e pela presenca de aneurismas e edemas (Figura 11D). Alguns individuos apresentaram
lesGes progressivas como hiperplasia de células mucosas (Figura 11E) e hiperplasia de
células epiteliais (Figura 11F). Em alguns organismos foram observadas infiltragdes de
leucdcitos (Figura 11F), que se englobam nas alteragfes inflamatdrias. Nao foram

encontradas alteracdes neoplasicas.

32



Efeitos de concentragdes ambientalmente relevantes de omeprazol em Sparus aurata: abordagem baseada

em biomarcadores

R
G IFICE, o LTI
: & e h e A
)

v

»

> f 5 M TSy T
S A A ¥y i ;
Vo o .“ﬂ O .\ %3 N ¢
e 2 ‘2"“;%* ’.51’ (‘
WA vl ) HNEE g Tl
N '] (l"{'i‘m IR *

PR

Figura 11 — Cortes histoldgicos de branquias de S. aurata expostas a omeprazol sulfito (coloragdo HE (A,
B, C, D e F) e coloragdo AB-PAS (E)). Microfotografias de: grupo controlo (A) com arquitetura normal,
grupo exposto a 0,03 pg/l (B), 0,3 pg/l (C) e 3,0 ug/l (D, E e F). Hiperplasia de células epiteliais (asterisco
branco). Fuséo lamelar (circulo tracejado). Levantamento epitelial (asterisco preto). Hiperplasia de células
mucosas (estrela). Hemorragia (quadrado branco). Hiperemia (triangulo branco). Edema (circulo solido).
Infiltracdo de leucdcitos (setas pretas).

33



Efeitos de concentragdes ambientalmente relevantes de omeprazol em Sparus aurata: abordagem baseada

em biomarcadores

8.2.2. Avaliacdo semi-quantitativa

No que se refere ao indice patologico branquial total (Ig), observaram-se diferencas
significativas nos grupos experimentais (Analise de Variancia Unifatorial: F (356 =
14,316; p < 0,001), em particular entre o grupo controlo e as duas maiores concentracoes
testadas (0,30 pg/L e 3,00 pg/L) (Teste de Dunnett, p < 0,05) (Figura 12).

Nos individuos expostos, as alteracGes progressivas foram as mais predominantes no
tecido branquial evidenciando-se diferencas significativas nos grupos experimentais
(Anélise de Variancia Unifatorial: F 3561 = 16,074; p < 0,05), em particular com um
aumento, observado nas concentragdes mais elevadas. No que diz respeito as lesdes
circulatorias (Andlise de Variancia Unifatorial: F [356 = 12,933; p < 0,05), também foi
observado um aumento significativo nos tecidos expostos a concentracdes de 0,30 pg/L
e 3,00 pg/L (Teste de Dunnett, p < 0,05). Nas lesGes regressivas, foram observadas
diferengas estatisticamente significativas (Analise de Variancia Unifatorial: F [356 =
4,960; p < 0,05) para as concentraces mais elevadas (Teste de Dunnett, p < 0,05). Ndo
foram observadas alteracdes significativas entre 0s grupos experimentais nas lesGes

inflamatorias (Andlise de Variancia Unifatorial: F 356 = 2,006; p = 0,124) (Figura 12).
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Figura 12 — indices patoldgicos completos e categoricos (circulatorios, regressivos, progressivos e
inflamatorios) da dourada para branquias, apos exposicdo ao omeprazol sulfito. Os dados sdo expressos
como valores médios de cada tratamento + desvio padrdo. Os grupos com alteracdes estatisticamente
diferentes do grupo controlo (teste de Dunnett, p < 0,05) estdo marcados com um asterisco (*).
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8.3. Histopatologia do figado

8.3.1. Avaliacdo qualitativa

Individuos de S. aurata do grupo controlo apresentaram uma arquitetura normal do
hepatopéncreas (Figura 13A). Nos grupos expostos, 0 omeprazol sulfito induziu vérias
alteracbes, nomeadamente modificacBes regressivas, como nucleos picnéticos (Figura
13E) e vacuolizacdo hepatica (Figura 13D e E). Foram ainda observadas alteracfes
inflamatdrias como sdo exemplo a infiltracdo de leucocitos (Figura 13F) e presenca de
centros de melanomacrofagos, frequentemente associados ao hepatopancreas (Figura 13B
e D). Foram evidenciadas alteracdes circulatorias pela presenca de hemorragias e
dilatacdo dos capilares sinusoides (hiperemia) (Figura 13C). Ndo foram encontradas

alteracdes neoplasicas.
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Figura 13 — Cortes histoldgicos de figado de douradas expostas a omeprazol sulfito (coloracdo HE).
Microfotografias de: grupo controlo (A) com arquitetura normal do hepatopancreas e do parénquima
hepético, grupo exposto a 0,03 pg/l (B), 0,3 pg/l (C e D) e 3,0 ug/l (E e F). Hemorragia (asterisco branco).
Dilatagdo dos sinusoides (estrela). Infiltragdo leucocitaria (circulo tracejado). Nucleos picnéticos (seta
preta). Vacuolizacdo (quadrado). Melanomacrdfagos entre um canal biliar e o hepatopancreas (B)
melanomacrofagos associados ao hepatopancreas (F) (triangulo branco).
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8.3.2. Avaliacdo semi-quantitativa

Os organismos expostos apresentaram niveis mais elevados de alteracfes regressivas em
relacdo ao grupo controlo (Figura 14). Nas lesdes regressivas observaram-se diferencas
significativas nos grupos experimentais (Anélise de Variancia Unifatorial: F (356 = 7,704;
p < 0,05), nomeadamente para as duas concentragcdes mais elevadas testadas comparando
com controlo (Teste de Dunnett, p < 0,05). Ndo foram observadas alteracdes
significativas entre 0s grupos experimentais nas lesdes inflamatdrias (Analise de
Variancia Unifatorial: F 356 = 0,608; p = 0,613) € nas circulatorias (Andlise de Variancia
Unifatorial: F 356 = 1,399; p = 0,253).

No que se refere ao indice patologico hepatico (I), observaram-se diferencas
significativas nos grupos experimentais (Analise de Variancia Unifatorial: F [356) = 3,278;
p = 0,027), em particular entre o grupo controlo e a concentragdo mais elevada testada
(3,00 pug/L) (Figura 14), onde foi evidente um aumento (Teste de Dunnett, p < 0,05).
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Figura 14 — indices patologicos completos e categoricos (circulatorios, regressivos e inflamatorios) de
individuos de S. aurata para figado, ap6s exposi¢do ao omeprazol sulfito. Os dados sdo expressos como
valores médios de cada tratamento + desvio padrdo. Os grupos com alteracBes estatisticamente diferentes
do grupo controlo (teste de Dunnett, p < 0,05) estdo marcados com um asterisco (*).
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9. Discussao

9.1. Resposta enzimatica

9.1.1. Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

As relages entre as formas do citocromo P450 em mamiferos e outros vertebrados foram
revistas extensivamente por Nelson et al. (1996). Tendo em conta estudos feitos em
mamiferos e aves, a subfamilia CYPL1A apenas é composta pela CYP1Al e pela CYP1A2,
sendo que ambas podem ser induzidas apds exposicdo a hidrocarbonetos aromaticos
halogenados / policiclicos (Whyte et al., 2000). Nos ultimos anos, devido a inimeros
estudos, ficou patente a presenca desta subfamilia de enzimas também em peixes
(Stegeman et al., 1997, Kirby et al., 2004, Beijer, 2007, Ferreira et al., 2010). Além disso,
a evidéncia atual suporta uma relagdo imunoquimica proxima entre as “formas CYP1A”
em todos os vertebrados aquéticos e terrestres (Malins, 2018). A medicdo da atividade da
EROD é um excelente biomarcador bioquimico para aferir os efeitos de
contaminantes/poluentes aquaticos uma vez que é uma das primeiras respostas

quantificaveis detetaveis a exposicdo a estes compostos (Whyte et al., 2000).

O omeprazol ¢ considerado um “agonista ndo classico” do recetor AHR, embora o
mecanismo pelo qual atua ainda ndo seja completamente conhecido (Shih et al., 1999).
Num estudo em células de hepatoma humano e de rato, o omeprazol inibiu
competitivamente a atividade da enzima CYP1ALl concluindo-se que os efeitos do
omeprazol na CYP1AL1 envolvem ndo apenas a inducao através da ativacdo de AHR, mas
também a inibicdo da atividade enzimaética (Shiizaki et al., 2008). No entanto, também
existem estudos que demonstram a indugdo da enzima ap0s exposi¢do ao omeprazol. Por
isso, Shivanna et al. (2011) e Ghafarian-Bahraman et al. (2017) sugerem que o farmaco

é um indutor de CYP1A1 sem ligacao ao local ativo do recetor AHR.

No nosso estudo, ndo houve quaisquer diferencgas significativas na atividade hepética da
EROD entre os diferentes grupos experimentais. O que significa que, segundo estes
resultados, o omeprazol sulfito, nas concentracdes e tempo de exposi¢éo utilizado, néo

foi capaz de induzir a atividade da EROD, contrariamente aos resultados apresentados
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por Ghafarian-Bahraman et al. (2017) que demonstraram a inducdo desta enzima em

células HepG2 expostas ao mesmo farmaco, na sua formula parental.

Sabe-se que 0 composto teste (omeprazol sulfito) detetado em amostras de aguas residuais
tratadas (efluentes) e &guas superficiais, pode sofrer hidrolise dando origem a outros
produtos de degradacdo — i6es com um peso molecular inferior (Boix et al., 2013), que
podem ndo ter a capacidade de ativar o recetor AHR. Outra das hipoteses para explicar a
auséncia de inducdo da EROD neste estudo, € a estrutura quimica do omeprazol sulfito,
ser ligeiramente diferente da molécula parental (a estrutura inicial do omeprazol é
maioritariamente mantida) pois existe a perda de um atomo de oxigénio na estrutura
original (Boix et al., 2014), que pode ser o suficiente para ndo existir a ativacao do recetor
AHR e consequentemente a transcri¢do dos genes CYP1A. Por outro lado, existe ainda a
possibilidade desta espécie marinha ndo ser responsiva ao tdxico ou os niveis de
omeprazol sulfito e tempo de exposi¢do ndo serem suficientes para causar uma resposta
mensuravel, uma vez que nas espécies de peixes, 0s padrdes de resposta a farmacos sao

muitos diversos (Li et al., 2011).
9.1.2. Catalase

Biomarcadores e enzimas de defesa antioxidante tém sido amplamente utilizados na
monitorizacao de xenobidticos a nivel ambiental, de modo a caracterizar mecanismos de
toxicidade ambiental e quantificar a ecotoxicidade em organismos aquaticos expostos a
uma variedade de poluentes quimicos (Van der Oost et al., 2003, Valavanidis et al., 2006,
Oliveira et al., 2010). A CAT é considerada uma das enzimas mais responsivas as ERO
em espécies de vertebrados e invertebrados (Oliveira et al., 2010), pelo que é um dos
biomarcadores de stresse oxidativo mais utilizados. E uma enzima, com a capacidade de
degradar o peroxido de hidrogénio resultante da degradacdo do anido superdxido pela
enzima superoxido dismutase (SOD) (Van der Oost et al., 2003).

As enzimas antioxidantes, nomeadamente a CAT, podem ser induzidas pelo aumento da
producdo de ERO atuando como mecanismo de protegdo contra o stresse oxidativo, ou
seja, € uma resposta adaptativa do organismo a exposi¢do a um toxico que direta ou

indiretamente gera ERO (Valavanidis et al., 2006, He et al., 2012). Por outro lado, estas
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enzimas podem ser inibidas quando existe uma deficiéncia no sistema, tornando os

organismos mais suscetiveis a agentes toxicos.

No presente estudo ndo foram evidenciadas alteracdes na atividade da CAT no tecido
branquial o que poderd indicar que neste tecido o metabolismo pro-oxidativo do
omperazol ocorreu de forma muito mais suave ndo evidenciando alteragdes na atividade
da CAT. Por outro lado, verificou-se uma inibicdo, dependente da dose (Mannervik et al.,
1988), da atividade da catalase no tecido hepético de S. aurata. A literatura é escassa em
termos de estudos metabolicos em peixes expostos a omeprazol, pelo que a sua via de

atuacdo nos mecanismos de defesa antioxidante ainda esta por esclarecer.

Convém esclarecer, no entanto, que a inibicdo aqui observada pode estar relacionada com
a producao de um excesso de ERO. Niveis elevados de ERO podem levar a carbonilagédo
de proteinas alterando a sua funcdo (Li et al. (2010), tal como refere Bagnyukova et al.
(2006) apds a diminuicdo da atividade das GSTs em peixes da espécie Carassius auratus
L. exposto a sulfato de ferro; Podem induzir a oxidacdo de proteinas e, em seguida, ativar
as proteases peroxissomicas que atuam na CAT, tal como sugerem Rodrigues et al. (2016)
quanto a diminuicdo da atividade da CAT em Oncorhynchus mykiss exposto a
eritromicina (antibidtico). Alternativamente, pode ter ocorrido especificamente um
aumento do anido superdxido, que nao pdde ser convertido posteriormente em H2O; pela
SOD, resultando num fluxo de radicais superdxido, que sdo conhecidos por inibir
atividades de CAT (Valavanidis et al., 2006), como verificado por Damasio et al. (2007)
em peixes expostos a niveis elevados de poluentes, o que levaria a uma inativacdo da
enzima, justificando a diminuicdo da sua atividade ao nivel do tecido hepatico. Outra
explicacdo poderia passar por outra ERO, nomeadamente H2O2: um excesso de produgéo
de H20- que ndo é eliminado pode levar a oxidagdo das proprias enzimas antioxidantes,
desnaturando-as, ou seja, leva a uma diminuicdo da atividade enzimatica (Rodrigues et
al., 2016).

Num estudo apds a exposi¢do aguda a tetraciclinas, a atividade da CAT no figado de
Gambusia holbrooki aumentou; tal também aconteceu quando se expuseram individuos

de Oncorhynchus mykiss a carbamazepina (Li et al., 2011, Nunes et al., 2015a). Ramos
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et al. (2014) demonstraram um aumento da atividade da CAT em individuos de
Oncorhynchus mykiss depois de uma exposic¢ao cronica a paracetamol. Por outro lado,
recorrendo ao mesmo organismo-teste (O. mykiss), apds uma exposi¢do aguda e posterior
exposi¢do cronica a eritromicina verificou-se uma diminuicéo significativa da atividade

da catalase (Rodrigues et al., 2016).
9.1.3. Glutationa-S-transferases

As isoenzimas GSTs sdo enzimas de metabolizacdo de fase I, com capacidade de
conjugar compostos eletrofilicos (ou metabolitos de fase 1) com o grupo tiol (SH) da
glutationa (GSH) neutralizando os locais eletrofilicos e tornando os produtos mais
hidrossoluveis (Malins, 2018). A excrecdo, promovida pelas GSTs, destes produtos dos
tecidos reduz o nivel de ERO e previne a ocorréncia de stresse oxidativo e dano celular,
pelo que estas isoenzimas sdo fundamentais na defesa antioxidante (Mannervik et al.,
1988).

Neste estudo verificou-se uma diminuicdo significativa da atividade das GSTs nos dois
tecidos analisados (branquias e figado). Estes resultados vém apoiar a hipétese de que o
omeprazol sulfito induziu stresse oxidativo nos érgdos em andlise. Sustentando a tese de
que as ERO produzidas superaram a capacidade de resposta antioxidante destas duas
enzimas (CAT e GSTs), provocando danos que resultaram na diminuicdo da sua
atividade. Tal hipotese pode ser sugerida, uma vez que Hermes-Lima e Storey (1993)
demonstraram que a atividade das GSTs pode ser inibida pela acdo de ERO,
nomeadamente H>O: e pelo radical hidroxilo.

A diminuicdo da atividade destas isoenzimas, também pode estar relacionada com uma
deplecdo de GSH (glutationa na forma reduzida): a GSH é um importante antioxidante
ndo-enzimatico (Apel e Hirt, 2004), mas o seu principal papel como composto
antioxidante depende da expressdo das enzimas metabolicas de fase Il, que facilitam a
conjugacdo de GSH com ERO e compostos eletrofilicos —as GSTs (Modesto e Martinez,
2010), assim uma deplecdo de GSH levara a uma diminuicdo da atividade destas
isoenzimas (Van der Oost et al., 2003, Oliveira et al., 2010). Embora seja uma hipdtese

mais remota, ndo podemos descartar o facto do préprio composto teste (omeprazol

41



Efeitos de concentragdes ambientalmente relevantes de omeprazol em Sparus aurata: abordagem baseada

em biomarcadores

sulfito), poder ter uma agdo inibitéria da atividade das GSTs, uma vez que ja foi
demonstrado que existem farmacos com essa capacidade, como é o caso do acido
etacrinico (diurético de ansa) que inibiu a atividade de GSTs numa cultura de células

epiteliais pulmonares de murino (Awasthi et al., 1993, Fletcher et al., 2015).

Segundo DiGiulio et al. (1993) e He et al. (2012) as enzimas antioxidantes podem ser
induzidas, pelo aumento da producdo de ERO como um mecanismo de protecao contra o
stresse oxidativo, tal como verificado por Nunes et al. (2015a) depois da exposicdo aguda
de Gambusia holbrooki a tetraciclina, e por Parolini e Binelli (2012) que submeteram
Dreissena polymorpha a uma mistura de AINES; ou inibidas quando a deficiéncia do
sistema ocorre, sugerindo toxicidade resultante do stresse oxidativo, induzindo um estado
precario no organismo (Oliveira et al., 2010): como é exemplo o0 Lepomis macrochirus x
L. cyanellus ap6s exposicdo a dibenzo-p-dioxinas (Oikari e Jimenez, 1992), Sparus
aurata expostos a pesticidas (Pedrajas et al., 1995), O. mykiss expostos a carbamazepina

(Li et al., 2011) ou Daphnia magna exposta a paracetamol (Oliveira et al., 2015).

9.2. Analise histopatoldgica

A avaliacdo histoldgica dos tecidos de érgdos alvo de organismos aquaticos, € uma
importante ferramenta para avaliacdo ecotoxicoldgica, uma vez que reflete o
comprometimento da salde dos mesmos em consequéncia da exposicdo a xenobidticos
presentes na agua. A selecdo dos principais 0rgaos a serem avaliados depende de sua

funcdo, tipo de poluente e propriedades fisico-quimicas da dgua (Bernet et al., 1999).

As branquias de peixe sdo vulneraveis a poluentes aquaticos uma vez gque exibem uma
grande superficie, um contacto direto com a agua e uma curta distancia de difusdo
proporcionando uma area significativa de troca dos gases respiratérios com agua. Além
disso, sdo drgdos envolvidos em inumeras funces fisiologicas, que incluem a respiracéo,
equilibrio osmético e idnico, regulacéo acido-base, excrecdo de residuos nitrogenados e
modulagéo de neurotransmissdo em peixes (Evans et al., 2005, Genten et al., 2009). As

branquias de peixe sdo também os principais 6rgdos-alvo para a a¢do toxica de poluentes
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quimicos respondendo aos stressores ambientais e apresentando alteracfes estruturais
inespecificas, e usualmente reversiveis, dependendo da dose e duracdo da exposicao,
especialmente em exposicdes prolongadas a niveis subletais de poluentes aquaticos (Nero
et al., 2006, Cengiz e Unlu, 2006, Pal et al., 2012). Portanto, o comprometimento
funcional das brénquias causado por poluentes pode prejudicar significativamente a salide
dos peixes, sendo estes Orgdos apropriados para aferir os niveis de poluicdo da agua
(Alazemi et al., 1996). Além disso, varias observacdes histopatolégicas em branquias
foram relatadas para uma grande variedade de xenobioticos aquaticos de diferentes
classes, incluindo pesticidas, metais pesados e farmacos onde foram evidenciadas
alteracdes tais como fusdo das lamelas secundarias, levantamento epitelial, hiperplasia
epitelial, edemas, aneurismas e necrose.(Saravana Bhavan e Geraldine, 2000, Santos et
al., 2012, Ahmed et al., 2013, Nunes et al., 2015c),

No presente estudo foram observadas lesdes progressivas como hiperplasia de células
epiteliais e hiperplasia de células mucosas. Estas alteracdes histoldgicas sdo consideradas
lesGes ndo especificas com uma importancia patoldgica moderada, ou seja, na maioria
dos casos estas lesdes regridem apds eliminagdo do agente stressor (Bernet et al., 1999).
A proliferacdo de células mucosas atua como uma barreira protetora contra a entrada de
poluentes. O muco (camada de glicoproteinas e glicolipidos) segregado por estas células
é importante para facilitar a regulacdo idnica, mas também representa um mecanismo de
protecdo do epitélio e auxilia na prevencdo da entrada de toxicos no epitélio branquial
(Pereira et al., 2012, Varadarajan et al., 2014). Neste caso a hiperplasia das células
mucosas observadas nas branquias de S. aurata podera funcionar como mecanismo de
prevencdo a entrada do composto toxico (omeprazol sulfito). A exposicdo crénica a
contaminantes pode promover a proliferacdo celular levando a hiperplasia do epitélio
branquial, conduzindo a um aumento da distancia entre a4gua e sangue e assim
comprometer a funcéo respiratoria (Sayed et al., 2012). O espessamento epitelial também
pode ser atribuido ao aumento de macrdéfagos e outros leucécitos integrados em uma

resposta compensatdria de reparo tecidual (Monteiro et al., 2008).

Dentro das mudancas regressivas foi possivel observar fusdo lamelar, neste caso

resultante da alta severidade das alteracGes progressivas levando a fusdo total de lamelas
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secundarias, levantamento epitelial e algumas mudancas na arquitetura do tecido como
encurtamento e ondulacdo de lamelas secundérias. O levantamento epitelial € relatado
como sendo induzido pela incidéncia de edema grave, além disso, indica uma alteracédo
na osmorregulacdo devido a epitélios danificados (Groner et al., 2017), levando a um
aumento da distancia entre o agente toxico e a corrente sanguinea (Ahmed et al., 2013).
Estas alteracdes juntamente com as lesbes progressivas podem ser encaradas como um
mecanismo de defesa e adaptacdo de modo a diminuir significativamente a area de
contacto com o xenobidtico (Nero et al., 2006) dificultando o acesso do tdxico ao
organismo e protegendo-o das alteragfes sanguineas e do influxo de agua descontrolado,
tal como referem varios estudos (Pereira et al., 2012, Javed et al., 2016, Groner et al.,
2017).

Foram evidenciadas alteragdes circulatorias tais como aneurismas, edemas, hemorragias
e hiperemia. Os aneurismas ocorrem devido a um aumento de sangue nas lamelas,
resultando em danos nas células pilar e perda da integridade vascular (Pal et al., 2012,
Nunes et al., 2015c). Os edemas sdo referidos como o primeiro sinal de patologia, uma
vez que essas alteracGes geralmente aparecem imediatamente apds exposicdo (Barisi¢ et
al., 2015, Rodrigues et al., 2017). O aumento da permeabilidade das paredes capilares
das branquias apds a dilatacdo do vaso (hiperemia) no local do dano, pode ser responsavel
pelo edema lamelar observado (Abalaka, 2015), e chegar mesmo a hemorragia por rutura
do vaso sanguineo, tal como sugerem os resultados deste estudo, onde foi possivel
observar fendmenos hemorragicos nas branquias de S. aurata. Em alguns organismos
foram observadas alteragdes inflamatorias, nomeadamente, infiltrac6es de leucdcitos, que
representa uma primeira linha de resposta imunoldgica associada, muitas vezes, a
processos de degeneracao celular (Bernet et al., 1999), que podera ser recorrente do dano
despoletado pelo composto teste. Pode-se argumentar, portanto, que o epitélio branquial
se constitui como o principal ponto de entrada do contaminante, que quando exposto ao
omeprazol sulfito se multiplicaria, causando hiperplasia (observada extensamente em
todo o tecido). A limitagdo de oxigénio ao nivel branquial pode levar a uma hipoxia
sistemica resultando em danos morfoldgicos em vérias estruturas do organismo tornando
os individuos mais suscetiveis a infe¢des quer no 6rgéo alvo quer infe¢bes secundarias,

podendo chegar a morte (Al-Bairuty et al., 2013, Javed et al., 2016).
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Tendo em conta a avaliacdo semi-quantitativa, as alteragfes predominantes no tecido
branquial foram as alteracGes progressivas. Estas, a par das lesdes regressivas, podem
levar ao aumento da distancia entre o agente toxico e a corrente sanguinea. Estas
mudancas estruturais das brénquias geralmente resultam em desequilibrio idnico,
mudancas nos parametros sanguineos e distirbios na osmoregulacdo do peixe (Wood e
Soivio, 1991, Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994., Javed et al., 2016).

Existem varios estudos que relatam alteracdes na histologia do tecido branquial apés a
exposicdo a farmacos: Groner et al. (2017) descreveram alteracbes em Oreochromis
niloticus apds exposicdo a diclofenac (AINES), as branquias apresentaram alteragdes
regressivas (levantamento epitelial) e progressivas (hiperplasia, proliferacdo de células
mucosas e de células pilar e hipertrofia) e infiltracdo de leucdcitos; Triebskorn et al.
(2004) depois de exporem Oncorhynchus mykiss ao mesmo farmaco descreveram necrose
de células pilar, hipertrofia e levantamento epitelial; Rodrigues et al. (2017) evidenciaram
alteracdes progressivas (hipertrofia das células mucosas e hiperplasia de células
epiteliais), lesdes regressivas (fusdo lamelar e levantamento epitelial) e alteracdes
circulatérias (aneurismas) nas branquias de Oncorhynchus mykiss ap6s a exposi¢ao a
tetraciclina; Ramesh et al. (2018) descreveram fusdo lamelar, edema, hiperplasia,
congestdo sanguinea, levantamento epitelial e hipertrofia em branquias de Cyprinus
carpio depois da exposicdo ao antifangico e antimalarico, cloroquina; Por sua vez, Choi
et al. (2018) expuseram Oncorhynchus mykiss a paracetamol (analgésico e antipirético)

verificando que o farmaco induziu inflamacéo das lamelas e dos filamentos branquiais.

Relativamente a histologia do figado, existem dois tipos basicos gerais de figado de peixe:
aqueles que contém tecido pancreéatico versus aqueles que ndo contém. Os que contém
tecido pancreatico exocrino sao frequentemente chamados de ‘“hepatopancreas”
(Figueiredo-Fernandes et al., 2007b). S. aurata é um peixe com hepatopancreas: o
parénquima hepatico esta organizado em corddes de hepatdcitos (que inclui a rede
sinusoidal) que possuem um nucleo esférico e citoplasma eosinofilo; o tecido pancreéatico
exocrino esta distribuido de forma difusa e separado do parénquima hepatico, sendo que
0 pancreas exdcrino intra-hepatico € composto por células secretoras (citoplasma

basofilo, nlcleo basal e proenzimas digestivas) organizadas em 4cinos e uma regido
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central composta pela veia porta (Figura 8), além disso podem estar associados ductos
biliares com uma parede espessa (Figura 13B) (Figueiredo-Fernandes et al., 2007b,
Genten et al., 2009, Mekkawy et al., 2012, Zena et al., 2015, Sales et al., 2017).

O figado de peixe é fisiologicamente semelhante ao dos mamiferos, desempenhando um
papel vital em atividades metabdlicas bésicas como absorcdo, processamento e
armazenamento de nutrientes e substancias endogenas, sintese de enzimas e cofatores,
formacdo e excrecdo de bilis, metabolismo de compostos lipofilicos, incluindo
xenobioticos e processos de desintoxicacdo (Genten et al., 2009). O facto dos processos
de desintoxicacdo acontecerem neste Unico 6rgao pode levar a lesbes hepaticas, uma vez
que os xenobidticos tendem a acumular-se aqui, produzindo alteracbes metabdlicas e
estruturais deletérias, observaveis através da analise histoldgica (Jaeschke et al., 2002, Di
Giulio e Hinton, 2008, Abalaka, 2015). Tal como referem varios autores que relatam
alteracbes histologicas neste Orgdo de metabolizacdo, decorrentes da exposicdo a
compostos farmacoldgicos: Rodrigues et al. (2017) descreveram alteracdes circulatorias
(hemorragia), regressivas (ndcleos picnéticos, vacuolizacdo) e progressivas (hipertrofia
de hepatdcitos) apos a exposicdo aguda, e alteracBes inflamatdrias depois da exposicao
cronica de Oncorhynchus mykiss a tetraciclina; Triebskorn et al. (2004) utilizaram
diclofenac na exposicdo de Oncorhynchus mykiss, relatando colapso da
compartimentacéo celular, bem como a deplecéo de glicogénio dos hepatécitos do figado
do organismo teste; Por sua vez, Ramesh et al. (2018) descreveram degeneracao nuclear,
vacuolizacdo, edema celular e necrose em Cyprinus carpio depois da exposicdo a

cloroquina.

As observacGes histopatolégicas decorrentes da exposi¢do cronica de S. aurata ao
omeprazol sulfito sugerem que o figado do organismo-teste pode ser afetado pelo

farmaco.

Dentro das mudancas regressivas, foi possivel observar vacuolizacdo citoplasmaética,
nacleos picnoticos e alteracdo da estrutura e arquitetura do hepatopancreas. A
vacuolizacdo hepatica pode ser um processo degenerativo resultante de danos

metabolicos relacionados com a exposi¢cdo a contaminantes, tal como é sustentado por
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diversos estudos (Bernet et al., 1999, Camargo e Martinez, 2007, Rodrigues et al., 2017).
Mais estudos com S. aurata relataram o desenvolvimento desta leséo regressiva, como
sdo exemplo a pesquisa de Calo et al. (2012) que apds a exposicao a bifenilos policlorados
observaram degeneracao esteatosica (vacuolizacao) ao nivel hepatico, e Zenaet al. (2015)
que relataram também vacuolizacdo ao nivel do parénquima hepéatico apds exposicédo a
benzo-a-pireno. No entanto deve-se ter em conta que existe uma grande diferenca entre o
omeprazol sulfito e os compostos testados por estes autores. No entanto, podem ser varias
as justificagdes para o desenvolvimento desta lesdo: a vacuolizacdo hepética pode ser
consequéncia da acumulacdo excessiva de lipidos (esteatose) e/ou glicogénio no
citoplasma das células hepaticas expostas a toxicos (Abalaka, 2015); por outro lado, pode
ser associada a inibicdo da sintese proteica, desagregacdo de microtdbulos ou
desregulacdes ao nivel dos processos de transferéncia de energia celular necessarios para
a regulacdo idnica resultando numa deplecdo de energia (Di Giulio e Hinton, 2008,
Ahmed et al., 2013). A vacuolizacgéo foi observada em peixes expostos a outros farmacos,
como atetraciclina (Nunes et al., 2015a, Rodrigues et al., 2017), o acido salicilico (Nunes
et al., 2015c) e o paracetamol (Choi et al., 2018).

O nucleo picnético refere-se a uma forma condensada da cromatina no nucleo, que
geralmente indica danos altamente severos, antecedendo o estado de necrose celular
(Stevens, 2001, Seeley et al., 2005, Pal et al., 2012). Segundo Bernet et al. (1999) o
nacleo picnético em peixes é considerado uma lesdo que na maioria dos casos é reversivel
apos a anulacdo da agente stressor, sendo por isso considerada de importancia patoldgica
moderada. A semelhanca do sucedido no presente estudo, recorrendo ao mesmo
organismo teste (S. aurata), Zena et al. (2015) também observaram hepatocitos com

nucleo escuro e picnotico apos a exposicdo a benzo-a-pireno.

AlteracBes da estrutura e arquitetura do hepatopéancreas, nomeadamente ao nivel do
pancreas exocrino, foram observadas com uma ocorréncia considerada leve. O pancreas
exocrino é constituido por células secretoras (Genten et al., 2009) que sdo suscetiveis a
danos oxidativos nos componentes celulares resultantes, por exemplo, da hiperproducéo
ERO (Valavanidis et al., 2006) que pode ter sido induzida pela exposi¢do ao omeprazol

sulfito. No entanto, apesar de sua presenca 6bvia em muitas espécies, nao existem estudos
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aprofundados sobre a relagdo do tecido pancreatico com os diversos tratos estromais que
percorrem o figado de peixe (Figueiredo-Fernandes et al., 2007b), portanto ndo se sabe 0
que as alteragdes estruturais e funcionais do pancreas exocrino podem implicar ao nivel
da restante estrutura hepatica. Existem, no entanto estudos que evidenciam alteracdes no
hepatopéncreas de organismos aquaticos, resultantes da exposi¢do a poluentes organicos
(Saravana Bhavan e Geraldine, 2000, Agwuocha et al., 2011), a toxinas (Fischer e
Dietrich, 2000), metais (Mekkawy et al., 2012, Chiodi Boudet et al., 2015).

Entre as alteracGes inflamatorias foi observada a infiltracdo de leucdcitos e deposicédo de
aglomerados de melanomacréfagos, que se encontravam frequentemente associados ao
hepatopancreas. A infiltracdo de leucdcitos representa uma primeira linha de resposta
imunolodgica e é categorizada como uma alteracdo tecidual de severidade moderada
(Bernet et al., 1999). Esta pode ser associada a processos de degeneracdo das células do
parénquima hepatico e alteracGes estruturais e funcionais do hepatopancreas (visto que as
infiltracBes leucocitarias estavam associadas muitas vezes aos &cinos pancreaticos)
(Javed et al., 2016). Assim como referem varios estudos, relatando a existéncia de
infiltracdes leucocitarias apds a exposicdo a xenobidticos: farmacos (Rodrigues et al.,
2017), pesticidas (Pal et al., 2012) e metais pesados (Javed et al., 2016).

Os centros de melanomacrofagos sdo um elemento critico do sistema imunoldgico dos
peixes, que inclui a resposta imune a xenobidticos. A variacdo do tamanho, cor, nUmero
e histologia dos centros de melanomacrdfagos esta associado a idade, estado nutricional
e doenga, sabe-se ainda que os peixes acumulam melanomacréfagos em condicdes
adversas, como na exposicao a xenobiéticos (Hartley et al., 1996, Chiodi Boudet et al.,
2015). Assim a deposicdo de aglomerados de melanomacrofagos pode ser resultado da
resposta imunoldgica do organismo teste ao omeprazol sulfito, que pode causar a
deposicéo de ferro resultante da destruicao de globulos vermelhos, além da deposigéo de
melanomacrdfagos, tal como é relatado por Hartley et al. (1996). Larguinho et al. (2014)
também descreveram efeitos deletérios nos &cinos e a deposicdo de aglomerados de

melanomacrofagos apds a exposicdo de Carassius auratus a acrilamida.
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Foram também evidenciadas alteracdes circulatorias pela presenga de hemorragias e
dilatacdo dos capilares sinusoides (hiperemia). Dilatacdes nos capilares hepaticos ja
foram relatadas como lesbes hepaticas ndo especificas em organismos expostos a
concentragdes sub-toxicas de pesticidas (Cengiz e Unlu, 2006), metais pesados (Abalaka,
2015) e farmacos (Nunes et al., 2015a). Assim sendo, a hemorragia pode resultar do
congestionamento dos vasos sanguineos devido ao aumento da pressdo arterial como
resultado a exposicdo a substancias toxicas (Javed et al., 2016). Rodrigues et al. (2017)
relataram varias alteracdes histoldgicas em figados de O. mykiss expostas a tetraciclina,
nomeadamente, hemorragia e hiperemia, sugerindo que a base do dano celular é o
aumento do stress oxidativo resultante da acumulacdo de ERO. Existem outros estudos
que referem estas alteracdes: Maksymiv et al. (2015) relataram hiperemia e danos no
endotélio vascular com subsequente hemorragia ap6s a exposi¢do de Carassius auratus
L. aum pesticida “sencor”. Por sua vez, Abalaka (2015) registaram hemorragias no figado
de Auchenoglanis occidentalis, resultado da bioacumulacdo de metais pesados existentes

no seu habitat.

Os resultados da avaliagcdo semi-quantitativa referem que as alteraces predominantes no
tecido hepatico foram as regressivas, nomeadamente nas concentragcbes mais elevadas
(0,30 pg/L e 3,00 pg/L). As alteracGes histoldgicas observadas no figado da dourada
revelam distdrbios fisiolégicos com uma importancia patoldégica minima a moderada,
indicando que as lesdes sdo reversiveis ou retornam na maioria dos casos ap6s a anulagao
do agente stressor. Pode-se inferir que as alteracdes hepatocelulares referidas sé&o
resultado da exposicdo ao omeprazol sulfito, uma vez que a maioria das defesas
antioxidantes esta localizada no figado, como resultado do papel central deste 6rgao na
desintoxicacdo de xenobioticos e no processamento de produtos metabdlicos para
degradacéo (Di Giulio e Hinton, 2008, Ramos et al., 2014). Assim, as alteracdes hepaticas
sugerem a mobilizacdo de algum tipo de mecanismo defensivo num esfor¢co para
desintoxicar o composto teste que resultou em alguns danos teciduais. Tal como sustenta
0 aumento significativo do indice patoldgico total do figado na concentragcdo mais elevada
(3,00 pg/L).
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10. Conclusao

Os dados obtidos neste trabalho mostram um conjunto abrangente de efeitos em dois
orgdos-chave (branquias e figado) apds a exposicdo a niveis ecologicamente realistas de
omeprazol sulfito. Assim, e possivel inferir a ocorréncia de efeitos oxidativos que foram
acompanhados por alteracOes tecidulares. A utilizacdo de biomarcadores enzimaticos e
de biomarcadores histopatoldgicos revelou-se essencial para a avaliacdo dos efeitos de

farmacos no ambiente aquatico.

Em relacdo aos biomarcadores enzimaticos, verificou-se uma diminui¢do significativa da
atividade das GSTs nos dois tecidos analisados, tal como na atividade da CAT ao nivel
hepatico. Estes resultados sustentam a tese de que o omeprazol sulfito induziu stresse
oxidativo nos o6rgaos em analise, podendo induzir uma hiperproducdo de ERO, que
superaram a capacidade de resposta antioxidante destas duas enzimas (CAT e GSTs),
provocando danos que resultaram na diminuicdo da sua atividade. A analise histologica,
veio apoiar os resultados das atividades enzimaticas, uma vez que é evidente a ocorréncia
de danos nos niveis celular e tecidual, ainda que se revelem de importancia patologica

minima ou moderada, representando, em alguns casos, alteracdes adaptativas.

Neste trabalho foram discutidos possiveis mecanismos toxicoldgicos do omeprazol
sulfito que poderiam ser responsaveis pela producéo de alguns desequilibrios enziméticos
e fisioldgicos, levando aos distarbios histoldgicos e da atividade das enzimas observados.
Estes resultados revelam que o omeprazol sulfito pode por em risco a saude dos
organismos aquaticos, mesmo em concentracdes subletais. Tendo em conta que as
concentrages testadas foram de acordo com as encontradas a nivel ambiental, é possivel
prever ocorréncia de alteracBes deletérias na fisiologia de organismos que vivam

submetidos em aguas poluidas por farmacos.
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