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RESUMO

Lim truta fario (Sadwo trutta) foi anteriormente encontrada uma correlagio entre as variagoes

morfoldgicas sazonats dos peroxissomas hepaticos e o estado de maturacio das gbnadas, sendo
estas variacoes mais acentuadas nas fémeas. Assim, foi proposta uma nova hipotese biologica,
segundo a qual os peroxissomas hepaticos de truta poderiam ser regulados de uma forma natural,
e segundo um determinado padrio, pelas mesmas hormonas esterdides que promovem a
maturagio da gonada — como seja o 17B-estradiol. Mais se equacionou que se tal era previsivel
em relagio a esta hormona tipicamente feminina, entdo, certos xenobioticos com conhecida
actividade estrogénica, tal como acontece com os alquilfendis (quimicos industriais que sdo
simultaneamente poluentes do meio aquatico), também poderiam interferir na estrutura e
funcionamento dos peroxissomas. O presente trabalho procurou contribuir para um melhor
conhecimento dos efeitos do 17B-estradiol e de varios alquilfendis na ultra-estrutura e actividades
enzimaticas dos peroxissomas hepaticos da truta fario.

Trutas imaturas com cerca 1 ano de idade, foram mantidas, durante 30 dias, em sistemas
de tanques em circuito fechado, estando expostas a 17B-estradiol e a alquilfendis, dissolvidos na
agua, nas concentragoes nominats 1 pg/L, 50 pg/L e 100 pg/L de 17B-estradiol; 750 pg/1. de 4-
tert-butilfenol, 750 pg/l. de 4-nonilfenol ¢ 750 pg/L de uma mistura, em partes iguais, destes
dots pseudo-estrogénios. Findo o periodo da exposi¢do, os peixes foram anestesiados, tendo sido
recolhidas amostras de sangue e o figado. Este, foi seccionado, sendo uma parte das secgdes
destinada a quantificagdo das actividades de enzimas peroxissomais (catalase, oxidades dos D-
aminoacidos, glicolato, urato e palmitoil-CoA) e a outra processada para estudos morfologicos,
incluindo eventuais modificages ultra-estruturais dos peroxissomas. Neste trabalho, estas tiltimas

foram estudadas apenas nas trutas submetidas a ac¢do do 17P-estradiol nas concentragdes de

1 ug/L e 100 pg/L, tendo-se recorrido a detecgdo citoquimica da catalase de modo a bem

evidenctar os peroxissomas. A sua avaliacdo estereologica foi efectuada por métodos classicos a

partir de imagens de microscopia electrénica de transmissao.
Fot feito o doseamento por imunoensaio (EIA) dos niveis plasmaticos de 17B-estradiol
existente nos peixes do grupo controlo e nos animats expostos ao 17B-estradiol. Por outro lado,

de modo a comprovar a resposta estrogénica nos peixes devido a exposicio ao 17B-estradiol e
aos alquiltendis, procedeu-se a quantificagio dos niveis plasmaticos de vitelogenina também por

uma técnica de imunoensaio (ELISA).




RESUMO

Entre o grupo de trutas controlo e o tratado com 1 ug/L de 17B-estradiol nio se
registaram diferencas significativas nos parimetros estereoldgicos analisados. Por outro lado,
constatou-se que os peroxissomas dos peixes sujeitos a concentracio mais elevada de 17B-
estradiol (100 pg/L ) exibiram um decréscimo significativo de tamanho em relagdo ao controlo e
aos perxes tratados com 1 pg/L, embora n3o tenha havido alteracdo na densidade volumétrica

(Vy)- Acresce que, nas trutas sujeitas ao 17B-estradiol na dose de 100 pug/L, houve um aumento
de aproximadamente 100% na densidade numérica dos peroxissomas (Ny), quer em comparacio
com o grupo de controlo, quer com o tratado com o 1 pg /L. No que se refere 3 densidade de
supetficie (Sy) e a razdo superficie/volume (S/V), o aumento detectado relativamente aos outros
dois grupos foi de menor magnitude, sendo ligeiramente inferior a 1/3 e 2 1/4, respectivamente.

Nas variaveis absolutas estudadas, nomeadamente superficie (5,,) volume (Vy) e diametro

(dsphere) médios, resgistaram-se decréscimos de cerca de 40%, 50% e 33%, respectivamente, nos

animais sujeitos ao 17B-estradiol na concentracio de 100 ug/L, comparativamente com os outors

dots grupos.

Relativamente as actividades enzimaticas peroxissomais, verificou-se que o 17B-estradiol
induziui uma acgio repressora muito supetior  exercida pelos alquilfendis, sendo esta mais
relevante no caso da urato oxidase nos peixes sob influéncia desta hormona na dose de 100
pg/L, que induziu o seu “desaparecimento”. Contudo, o efeito estrogénico sobre os
peroxissomas postulado para os alquilfendis parece ter sido exercido nestes animais, uma vez que
algumas das enzimas estudadas (catalase e oxidases glicolato, D-amino4cidos e palmitoil-CoA)
exibiram niveis de actividade intermédios entre os peixes do grupo de controlo e os expostos ao
17B-estradiol nas doses de 50 pg/L e 100 pg/L. Acresce que ndo se detectaram diferencas
significativas entre o grupo controlo e as trutas sujeitas a 1 ug/L de 17B-estradiol.

Em suma, ficou demonstrado que o 17B-estradiol exerce uma forte acgdo reguladora do
metabolismo peroxissomal. No que se refere aos alquilfendis empregues, nio foi possivel ordena-
los com base na magnitude do seu efeito sobre as actividades enzimaticas peroxissomais devido
ao facto de cada alquilfenol actuar de modo diferente consoante a enzima. O mesmo ja ndo
aconteceu quanto a sua poténcia estrogénica para induzir a sintese de vitelogenina. Neste caso,
chegou-se a seguinte ordenagio: mistura de 4-nonilfenol com 4-tert-butilfenol > 4-nonilfenol =
4-tert-butilfenol. Os resultados obtidos confirmaram a hipétese anteriormente formulada de que
0 metabolismo e a morfologia dos peroxissomas da truta fario sio influenciados por compostos
com acgdo estrogénica, mas verificou-se que neste caso os seus efeitos s6 sio significativos

quando estes peixes estio sujeitos a doses elevadas destes compostos.




ABSTRACT

In the brown trout, (Samo frutta), a correlation was previously found between the hepatic
peroxisomes’ seasonal morphologic variations and the gonads” maturation state. Those variations
had a higher magnitude in the females. Hence, a new biological hypothesis was proposed,
according to which the trout’s hepatic peroxisomes would be regulated in a natural manner and
following a particular pattern, by the same steroid hormones that control the maturation of the

gonad - as is the case of the 17B-estradiol. It was further formulated that, if that was expected for

the 17B-estradiol, then, certain xenobiotics with known estrogenic activity, such as the
alkylphenols, (industrial chemical also pollutants of aquatic ecosystems), also could interfere on
the structure and behavior of the peroxisomes. The present work gave a contribution to the
knowledge of the effects of the 17B-estradiol, and several alkylphenols, on the ultrastructure and
enzymatic activities of the brown trout’s hepatic peroxisomes.

Immature trout, of approximately one year of age, were maintained for 30 days in closed-
circuit tank systems, being exposed to the following experimental conditions: three different
concentrations of 17B-estradiol (1 pg/L, 50 pg/L and 100 pg/L); water contaminated with
alkylphenols 4-tert-butylphenol (750 pg/L), 4-nonylphenol (750 pg/L), as well as with the
mixture, in equal proportions, of these two pseudo-estrogens. Once the exposure period was
over, the fish were anesthetized and blood samples and the liver were extracted. This organ was
thereafter sectioned, one part of the sections being allocated to the quantification of peroxisomal
enzymes’ activities (catalase, D-amino acids oxidase, glicolate oxidase, urate oxidase and
palmitoyl-CoA oxidase) and the other used for the study of the ultrastructural modifications of
the peroxisomes. The latter were studied only for the trout under the effect of 17B-estradiol in
the concentrations of 1 pg/L e 100 pg/L, by using the catalase cytochemistry detection to
highlight these organelles. Their stereological evaluation was catried out using transmission
electron microscopy images.

The dosage of plasmatic levels of 17B-estradiol in the fish of the control group, as well as
in the animals exposed to 17B-estradiol, was determined by "enzyme immunoassay” (EIA). On
the other hand, in order to ascertain the estrogenic response in the fish due to exposure to
17B-estradiol and to the alkylphenols, the quantification of the plasmatic levels of vitellogenin
was performed with "enzyme-linked immunosorbant assay" (ELISA).

No significant differences in the analyzed stereological peroxissomal parameters were

observed between the trout in the control group and the animals treated with 1 pg/L of

it}



ABSTRACT

17B-estradiol. On the other hand, the peroxisomes of the fish subject to the highest
concentration of 17B-estradiol (100 pg/L) exhibited a considerable decrease in size, in
comparison with the control group and with the fish treated with 1 pug/L of estradiol, although
no alteration mn the volumetric density (Vv) occurred. Moreover, among the trout exposed to
17B-estradiol in the concentration of 100 pg/L there was approximately a 200% increase in
peroxissomal numerical density (Nv), both in comparison with the control group and with the
fish treated with 17b-estradiol in the concentration 1 ug/L. In what concerns surface density (Sv)
and ratio surface/volume (S/V), the detected increase was of lesser magnitude, when compared
to the control and 17B-estradiol 1 pg/L groups, being slightly lower than 1/3 and 1/4,

respectively. In the case of the absolute variables studied, namely mean surface (5, ), mean

volume (V) and mean diameter (Jsphm), there were decreases of about 40%, 50%, and 33%,

respectively, for the animals exposed to 17B-estradiol in the concentration 100 ug/L,
comparatively to the groups exposed to 17f-estradiol in the concentration 1 pg/L and to the
control group.

In what concemns peroxisomal enzymatic activities, it was observed that the 17B-estradiol
induced a repressive effect much greater than the one exerted by the alkylphenols. This was more
relevant in the case of the urate oxidase for the fish under influence of the hormone in the
concentration 100 pg/1, which disappeared. Nevertheless, the estrogenic effect foreseen for the
alkylphenols seems to have been exerted in these animals, since some of the enzymes under study
(catalase and glicolate oxidase, D-amino acids oxidase and palmitoyl-CoA oxidase) exhibited
intermediate activity levels between the fish of the control group and those exposed to
17B-estradiol in the concentrations of 50 pug/L e 100 pg/L. Moreover, no great diferences were
found between the control group and the trout under de effect of 1 pug/L of 17B-estradiol.

In conclusion, thel7f-estradiol has a strong repressing effect upon the enzymatic activities,
in comparison with the alkylphenols. The degree of this effect depends on the administrated
dosage of 17B-estradiol. In the case of the alkylphenols under study, it was not possible to rank
them according to their power on the basis of the effect on enzymatic activity, due to the fact
that each alkylphenol acts differentely for each enzyme. Such was not the case with their
estrogenic power according to the synthesis of vitellogenin. In this case the .following order was
obtamed: mixture of 4-nonylphenol with 4-tert-butylphenol > 4-nonylphenol = 4-tert-
butylphenol. Nevertheless, the results confirm the hypothesis that the metabolism and the
morphology of the brown trout’s peroxisomes are influenced by compounds with estrogenic
action. Nevertheless, it was found that, in this case, the effects are only significant when these

fishers are exposed to the influence of high doses of these compounds.
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SIMBOLOS E ABREVLATURAS

B A P B R I e P e

AFnEQO Alquilfenois-etoxilados

ATP Adenosina Trifosfato

BSA Albumina de Soro Bovino

DAB 3,3 diaminobenzidina
C,H,KNaO,.4H,0 Tartrato de Potassio-Sodio

CacCl, Cloreto de Calcio

CoA coenzima A

CuSOH,0 Sulfato de Cobre Hidratado

Cv Cocticiente de variagio

DNA Acido desoxirribonucleico

D.O Densidade Optica

ciisphere Diametro esférico equivalente

E2 17B-estradiol

EDTA Acido Etilenodiamino Tetracético
EIA Enzyme immunoassay

ELISA Enzyme-linked immunosorbant assay
ETAR Estagdo de tratamento de aguas residuais
FAD Flavina-Adenina-Dinucle6tideo

FRO Formas Reactivas de Oxigénio

H,0, Peroxido de Hidrogénio
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SIMBOLOS E ABREVLATURAS

KCl1 Cloreto de Potassto

MgCl, Cloreto de Magnésio

MOPS Acido(3-[N-morfolinoJpropano sulfénico)
NaHCO, Hidrogenocarbonato de Sodio

NaH,PO,H,O Diudrogenofosfato de Sodio Hidratado
Na,HPO,.2H,0 Hidrogenofosfato Bissédico Hidratado

Na,CO, Carbonato de Potassio

NaOH Hidroxido de Sodio

Ny Densidade Numérica Peroxissomal Relativa

Pex Peroxina ou Proteina envolvida na biogénese dos peroxissomas
PPAR Receptor Activado pelos Proliferadores Peroxissomais
PPER Elemento de Resposta do Proliferador Peroxissomal
PMSF Fenilmetilsulfonil floreto

PTS Sequéncia-Sinal Peroxissomal

RE Receptor estrogénico

RNA Acido ribonucleico

Sy Densidade de Superficie Peroxissomal Relativa

S Superticie média peroxissomal

Tris Tris (hidroxilmetl) aminometano

Yy Densidade Volumétrica Peroxissomal Relativa

Vy Volume médio peroxissomal
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PREAMBULO

O tema desta dissertagio integra-se na linha de investigagdo sobre os peroxissomas de
animais aquaticos iniciada ha alguns anos pelo Prof. Doutor Alexandre Lobo da Cunha, no
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar (ICBAS).

Ao longo das dltimas duas décadas, assistiu-se a uma consideravel evolugdo dos
conhecimentos referentes a diversos aspectos dos peroxissomas, nomeadamente da sua
morfologia, composicio enzimatica, metabolismo, genética, biogénese e doengas originadas por
deficiéncias funcionais deste organelo. Como tal, os peroxissomas sdo hoje considerados
componentes intracelulares de grande importancia, néo s6 nos hepatocitos como na maioria das
células eucarioticas, estando at envolvidos em inimeras fungdes vitais. De modo a desvendar as
incognitas que persistem a volta dos peroxissomas, torna-se imprescindivel procurar esclarecer
todos os aspectos sobre a sua regulagio estrutural e funcional na célula, ao longo do ciclo de vida
dos organismos.

Uma grande variedade e quantidade de disruptores endocrinos, entre os quats se incluem
os pseudo-estrogénios, tém vindo a ser libertados no meio ambiente desde os anos 50. Sabe-se
hoje que, relativamente a vida selvagem, os efeitos do uso de compostos que afectam o sistema
endocrino incluem alteragdes ao nivel do sistema reprodutor, nervoso e imunologico, as quais
parecem afectar a dinamica das populagdes. Contudo, para o estabelecimento de normas
internacionais que regularizem, ou quiga proibam a utilizagdo dos disruptores enddcrinos, é
fundamental prosseguir com as investigacoes, de modo célere, procurando assim aferir os efeitos
dos compostos mencionados nos seres vivos, inclusive no proprio homem.

Através de um estudo sazonal, realizado nos Laboratérios de Histologia ¢ Embriologia e de
Biologia Celular, do ICBAS, detectou-se uma redugio acentuada nas dimensbes dos
peroxissomas no periodo vitelogénico do ciclo reprodutivo das fémeas de truta fario.
Posteriormente, verificou-se que essas alteragdes morfologicas sdo acompanhadas de uma
redugdo nas actividades de algumas enzimas peroxissomats. Na sequéncia de questdes originadas
por todos estes trabalhos, tornou-se objectivo deste estudo investigar os efeitos de uma hormona
sexual esterbide feminina (o 17B-estradiol), bem como de pseudo-estrogénios (alquilfendis) nos
peroxissomas hepaticos da truta fario.

Gracas a colaboracio com a Divisio de Caga e Pesca nas Aguas Interiores, da Direccio
Regional de Agricultura de entre o Douro e Minho (DRAEDM), e apoiados financeiramente pela

Fundacio para a Ciéncia e Tecnologia, foi possivel tomar vidvel o projecto de investigagio
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intitulado “Efeitos do 17B-estradiol e de Pseudo-estrogénios (Alquilfendis) nos Peroxissomas
Hepaticos da Truta Fario”. Tal situagdo muito me satisfez, pois tomou possivel a realizacdo da
minha dissertacio de mestrado, abrangendo a Biologia Celular e a Toxicologia, 4reas da minha
preferéncia.

A truta fario (Salmo trutta) pertence a familia Salmonidae, conjuntamente com os salmdes e
as restantes trutas, os quais apresentam uma crescente importancia econdmica. A utilizacio desta
espécie como modelo de estudo resulta, certamente, de diversos factores, que vdo desde a sua
importancia ecolégica até as suas dimensGes. Por ser uma espécie que se cultiva no Norte de
Portugal, esta acessivel durante todo o ano. Além do mais, é de ficil manuseamento e
manutengao, caracteristicas que favorecem a realizacdo de trabalhos experimentais. Sendo a truta
fario nativa dos nossos tios, a sua potencialidade como bioindicador é de certo relevante, e por
isso foi objecto da realizagdo deste estudo sobre as alteracdes morfolégicas e fistologicas dos
peroxissomas hepaticos, quer sob a acgio de uma hormona sexual, quer sob o efeito de

xenobidtcos.

NOTA: Devido as inimeras vezes que os nomes especificos da truta fario e da truta arco-iris, isto
¢ Salmo trutta e Onchorynchus mykiss, respectivamente, sio mencionados ao longo de todo o

documento, daqut em diante, a sua referéncia sera feita apenas pelo nome vulgar da espécie.

ha
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= | 1T INTRODUEAO

1. DESCOBERTA DOS PEROXISSOMAS E SUA IMPORTANCIA

Rhodin, em 1954, usando o microscopio electronico, observou e descreveu pela primeira
vez 0s peroxissomas nas células dos tdbulos proximais do rim de ratinho. Estes organelos,
quando observados em secgdes ultrafinas do rim, apresentavam-se rodeados por uma membrana
stmples e com uma matriz densa aos electrdes, sendo micialmente designados por microcorpos.
Em 1966, De Duve ¢ Baldhuin, atribuiram-lhes o nome de “peroxissoma” devido a presenca de
pelo menos uma oxidase produtora de perdxido de hidrogénio e de catalase, enzima responsavel
pela degradagdo do perdxido de hidrogénio. Actualmente, designa-se por microcorpos uma
familia de organelos com funcdes oxidativas, sendo esta formada pelos peroxissomas,
microperoxissomas, glioxissomas (das sementes de plantas oliaginosas), hidrogenossomas
(presentes em alguns protozoarios flagelados) e glicossomas (existentes nos protozoarios
flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastida que inclui os tripanossomas). Apesar da sua
diversidade, estes organclos manifestam certas similaridades morfologicas e funcionais que
justificam a sua inclusdo no grupo dos microcorpos (Masters e Crane, 1995; Magalhaes, 1999).

Apesar da importancia destes organelos nas plantas, fungos e protozoarios ter sido
reconhecida desde cedo, a atribuigio de certas fungdes aos peroxissomas dos mamiferos e o
reconhecimento da sua importancia no metabolismo das células animais s6 foi divulgado apos a
descoberta de uma classe de doencas humanas hereditirias causadas por deficiéncias nos
peroxissomas. Iistas anomalias podem implicar graves consequéncias, quer no conteado
enzimatico, quer no processo de biogénese dos peroxissomas (Wanders et al., 1993).

Apbs a introdugido e desenvolvimento das técnicas citoquimicas, nomeadamente a reacgio

com a 33 — diaminobenzidina (DAB) que evidencia os peroxissomas devido i actividade
peroxidatica da catalase, estes organelos foram encontrados no citoplasma da maioria das células
eucaritticas (Bock et al., 1980), considerando-se estar implicados em inimeras e importantes vias
metabolicas (Hruban et al., 1972; Novikoff et al., 1973). Deste modo, os peroxissomas foram
descritos ¢ observados em diversos tipos de células de varias espécies de vertebrados (Beard e
Novikoft, 1968; Hruban e Rechcigl, 1969; Kramar et al,, 1974; De Craemer et al., 1991), em
tecidos vegetais (Frederick et al., 1968) e em protozoarios (Opperdoes e Borst, 1977; Hart e
Opperdoes, 1984; Sanchez-Moreno et al.,, 1992; Lobo-da-Cunha e Azevedo, 1993), Contudo,

verifica-se que grande parte dos estudos efectuados sobre estes organelos estio confinados as
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leveduras e mamiferos, especialmente 20 figado e rim dos roedores, onde sio particularmente
abundantes.

Actualmente, os mares, rios e estuarios sdo bombardeados por uma panéplia de poluentes
das mais diversas origens, entre os quais se destacam 0s compostos capazes de provocar
alteracdes dos peroxissomas. Como os peixes sdo um componente importante dos ecossistemas
aquaticos, especial atengdo deve ser dada as consequéncias da polui¢io quimica nestes animais,
incluindo os efeitos nos seus peroxissomas. Por esta razio, as alteragdes morfologicas e
enzimaticas dos peroxissomas hepaticos dos peixes tém merecido especial atencao por parte de
alguns investigadores, tendo sido sugerida a sua utilizacio como biomarcadores de toxicidade
(Latruffe, 1993). No entanto, este organelo, tem sido muito menos investigado nos peixes do que
nos mamiferos. Nos invertebrados aquaticos, os estudos sdo ainda mais escassos, existindo
apenas alguns trabalhos sobre aspectos ultra-estruturais e enzimaticos dos peroxissomas em
moluscos e crusticeos (Owen, 1972; Cajaraville et al, 1992; Stewart et al, 1994; Fahimi e
Cajaraville, 1995; Lobo-da-Cunha, 94, 95, 97; Cancio e Cajaraville, 1997).

2. DIVERSIDADE DOS PEROXISSOMAS NAS CELULAS ANIMAIS

2.1. Aspectos gerais da morfologia dos peroxissomas

Os peroxissomas s3o organelos diversificados, os quais, dependendo da espécie, do tecido,
do estado de desenvolvimento e das condicdes fisiolégicas, apresentam variagSes de tamanho,
forma, composi¢do e/ou actividade enzimatica (Veldhoven e Mannaerts,1985; Angermiiller e
Fahimi, 1988; Baumgart, 1997).

Na maioria das células, estes organelos apresentam uma forma aproximadamente esférica
ou oval, tal como acontece no figado dos roedores (Vélkl et al., 1988). Contudo, podem também
surgir peroxissomas de forma tubular alongada, como por exemplo em alguns gastropodes
(Dannen e Beard, 1977), certos peixes (Kramar et al., 1974) e leveduras (Osumi et al., 1974), ou
ainda em forma de concha, nas glindulas prepuciais de ratinho (Gorgas, 1987). Peroxissomas
com uma forma singular podem também ser observados no epitélio do duodeno humano, onde
um grande nimero de microperoxissomas vermiformes ocupam 0,45-0,62 % do volume celular
(Roels et al., 1991). .

O diAmetro médio dos peroxissomas, na maior parte das células, varta entre 0,1 2 1,5 um.
Frize-se que tais medigdes no tém obedecido a regras estereologicas, referindo-se, normalmente,

a meros didmetros de perfis de peroxissomas cortados, pelo que devem ser encarados apenas
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como dando uma ideia geral aproximada da dimensdo real. Contudo, nos tululos proximais do
rim de rato, o seu diametro pode atingir 3 um (Barret e Heidger, 1975). Noutros casos, como
acontece nas células de Leydig (Nemali et al., 1988), os peroxissomas apresentam um diagmetro
muito pequeno, entre 0,1 e 0,5 um. Estes organelos foram também identificados em neurénios,

onde o seu didmetro varia de 0,1 a2 0,2 um (Lazo et al, 1991). Assim, verifica-se que as
dimensdes, o numero e forma dos peroxissomas varia grandemente com o tipo de 6rgdo
estudado, sendo particularmente abundante nos tecidos com metabolismo lipidico mais activo,
como acontece no figado, nas glandulas sebaceas (Grogas, 1987) e nos oligodendrocitos
produtores de mielina (Lazo et al., 1991).

Os peroxissomas ocupam uma percentagem significativa do volume celular: cerca de 1,5%
em hepatocitos de rato (Beter e Fahimi, 1987) e 1,0 % em hepatocitos humanos (De Craemer et
al., 1991). Estes organelos encontram-se, frequentemente, junto das mitocéndrias ou do reticulo
endoplasmatico liso, sendo, por vezes, quase completamente envolvidos por uma cisterna deste
organelo (Zaar e Gorgas, 1985). E também frequente a associagio entre os peroxissomas e as
goticulas lipidicas (Fahimi et al., 19932). Os peroxissomas aparecem muitas vezes interligados
entre si, temporana ou permanentemente, originando uma estrutura semelhante a um reticulo,
designado reticulo peroxissomal (Yamamoto e Fahimi, 1987). Estes organelos sio limitados por
uma s6 membrana, sendo preenchidos por uma matriz ligeiramente mais densa do que o
citoplasma, que pode ser homogénea ou finamente granular. A membrana dos peroxissomas
possui uma espessura compreendida entre os 6,5 a 7 nm (Zaar, 1992). Esta é mais fina do que a
dos lisossomas e que a membrana citoplasmatica, apresentando, no entanto, uma espessura
comparavel com a do reticulo endoplasmatico (Yamamoto e Fahimi, 1987). Uma importante
caracteristica das membranas dos peroxissomas reside no facto de apresentarem uma grande
permeabilidade a pequenas moléculas hidrofilicas. Substratos enzimaticos, pesando menos do que
800 Daltons, facilmente passam através de poros nio especificos existentes na membrana dos
peroxissomas. Foram identificadas duas proteinas membranares (22 e 24 kDa), as quais parecem
estar assoctadas a formacio destes poros ndo selectivos (Van Veldhoven et al., 1987).

Em diversos casos, encontra-se na matriz do peroxissoma uma formacio denominada
nucledide. E frequente encontrar nuclebides de diferentes tipos em tecidos distintos da mesma
espécie, como, por exemplo, no figado e no rim do musaranho. Contudo, dois tipos de
nucledides podem coexistir nos mesmos peroxissomas, tal como acontece nas células de figado e
rim de cavalo (Hruban e Rechcigl, 1969) e nas células digestivas do hepatopancreas do molusco
poliplacoforo Acanthochiton crinita (Lobo-da-Cunha, 1997). O nucledide, no caso de possuir uma

estrutura cristalina organizada, pode ser designado por cristaloide, sendo a sua unidade basica o

oy
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tibulo primario. No entanto, os cristaldides podem ser constituidos por tibulos primérios
agrupados em feixes, formando tibulos secundarios. Um tibulo secundirio pode ser formado
por 6, 10 ou 12 tibulos primarios dispostos em circulo. Esta disposigio politubular serviu de
base para a classificacdo dos cristaléides: os tibulos secundarios com padrio 1:10 sio largos e
diao origem a cristaldides grosseiramente politubulares, como acontece, por exemplo, nos
peroxissomas hepaticos do rato; os tibulos secundirios com os padrdes 1:6 e 1:12 tém didmetro
menor, onginando cristaldides finamente politubulares, como por exemplo, nos hepatécitos do
porquinho-da-india (Hruban e Rechcigl, 1969). O cristaléide ocupa uma posicio central ou
excéntrica e apresenta, entre outros, contomos hexagonais ou em forma de diamante, os quais
existem em alguns gastropodes e poliplacoforos (Lobo-da-Cunha et al., 1994; Lobo-da-Cunha,
1997). Foram também observados cristaléides com arranjos tetragonais e romboidais no cavalo e
no figado de frango jovem, respectivamente (Hruban e Rechcigl, 1969; Essner, 1970 ) .

Atraves de estudos de subfraccionamento de peroxissomas isolados (Hruban e Swift, 1964)
e, posteriormente, por imunocitoquimica (Usuda et al., 1988), verificou-se que os nucledides, em
algumas espécies, continham urato oxidase, nomeadamente nos peroxissomas hepiticos dos
roedores. Em concorddncia com estes resultados, verificou-se que em algumas espécies, os
peroxissomas ndo apresentam nuclebide nem contém urato oxidase, como acontece no figado do
homem (Goldfischer e Reddy, 1984). No entanto, existem excepgdes relevantes no que respeita
ao surgimento simultaneo desta estrutura e da enzima referida. Assim, nos peroxissomas do tim
de rato e de homem, por exemplo, apesar de haver nucledide, a urato oxidase esti ausente
(Masters e Holmes, 1977). Outras enzimas, tais como a xantina oxidase, podem também estar
presentes no nucledide, nomeadamente nos peroxissomas do figado dos roedores (Angermiiller
et al., 1987). A urato oxidase para além de se encontrar no nuclebide, pode também ocorrer na
matriz dos peroxissomas (Noguchi et al., 1979).

A matriz dos peroxissomas pode ainda apresentar uma outra inclusdo cristalina designada
por placa marginal. Estas estruturas sdo electrodensas e possuem uma forma rectilinea ou
ligeiramente curvada. Localizam-se junto 4 membrana do peroxissoma, encontrando-se afastada
dela por um estreito espago, que exibe uma densidade menor do que a matriz envolvente. As
placas marginais sdo caracteristicas dos peroxissomas das células renais dos mamiferos,
nomeadamente do cdo e do coelho (van Breemen e Montgomery, 1960), assim como de macacos
e do homem (Tisher et al, 1966, 1968), e de varias outras espécies (Hruban e Rechcigl, 1969),
tendo-se verificado a ocorréncia da isoenzima oxidase B dos 4cidos L-a-hidroxi nestas estruturas
(Zaar et al, 1991). Apesar das placas marginais nio serem habitualmente encontradas nos

hepatdcitos, tal estrutura foi ja observada, entre outros, em hepatocitos de bovinos (Shnitka,
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1966b) e de gatos (Hruban e Rechcigl, 1969). Neste dltimo caso, a placa marginal possui 8,5 nm
de espessura, sendo plana ou ligeiramente curva e fortemente electronodensa. Para além disso, os

peroxissomas dos gatos podem apresentar uma ou duas placas marginais.

2.2. Morfologia dos peroxissomas nos peixes

Nos peixes, os peroxissomas hepaticos tém sido estudados em espécies de 4gua doce e
salgada onde, geraimente, apresentam reacgio positiva a técnica do DAB (diaminobenzidina) para
visualizagdo histo/citoquimica da catalase, uma técnica que também tem sido utilizada para a
marcagdo dos peroxissomas em diversos estudos de isolamento e purificacio destes organelos.
(Kramar et al., 1974; Braunbeck et al., 1987).

Os peroxissomas hepaticos dos peixes, na sua grande maioria, no possuem nuclebide.
Este, foi apenas observado em menos de 1% dos peroxissomas do figado de carpa (Cyprinus
carpio) (Kramar et al., 1974), nunca tendo sido observado nos hepatdcitos de truta fario (Rocha et
al, 1999). Nos peixes, a forma e as dimensdes dos peroxissomas sio bastante variaveis. Por
exemplo, na enguia (Anguilla anguilla), o didmetro dos peroxissomas varia entre 0,2 a 0,8 um
(Braunbeck e Volkl, 1991), em Lesuciscus idus melanotus entre 0,4 a 1,2 (Braunbeck et al., 1987) e na
tainha (Mugi/ cephalus) podem atingir 3 wm (Orbea et al., 1999). Contudo, mediante a influéncia de
certas condicBes, como por exemplo a temperatura da 4gua, salinidade, sexo, estacio do ano e
habitos alimentares, podem ocorrer alteracbes morfologicas e enzimaticas nos peroxissomas
contribuindo, assim, para uma maior diversidade (Braunbeck et al., 1987; Fahimi e Cajaraville,
1995). Durante a aclimatagio ao frio em Lenciscus idus melanotus, verifica-se o aparecimento de uma
nova subpopulacio de pequenos peroxissomas com didmetro variando entre 0,1 e 0,2 um,
acompanhado de um aumento da actividade da catalase (Braunbeck et al., 1987). Através de um
estudo estereoldgico efectuado ao longo de um ano em truta fario, foi demonstrada a influéncia
do sexo e estacio do ano na morfo]og;ia dos peroxissomas (Rocha et al., 1999). Estudos
posteriores permitiram a detecgdo de alteragdes nas actividades enzimiticas peroxissomais,
associadas as alteragdes morfoldgicas atras mencionadas (Rocha et al., 2000).

Contudo, o estudo morfolégico e funcional dos peroxissomas nio se confina ao figado.
Este organelo tem sido analisado noutros orgaos, nomeadamente, nos rins, no intestino, nos
testiculos e no cérebro procurando-se, deste modo, compreender cada vez melhor o papel dos
peroxissomas no organismo (Connock, 1973; Veenhuss e Bonga, 1977; Pakdel et al., 1990; Smith
e Thomas, 1990; Campbell et al., 1994).
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3. FUNCOES METABOLICAS DOS PEROXISSOMAS

Os peroxissomas possuem um conteudo enzimitico que apresenta algumas variagGes
consoante o tipo de célula, o que lhes permite desempenhar funcdes proprias em cada tecido e
espécie (fig. 1) (Fahimi et al,, 1993a; Masters e Crane, 1995). Nos peroxissomas das células de
mamiferos, foram ja identificadas mais de 60 enzimas, muitas delas envolvidas no metabolismo
lipidico (Masters e Crane, 1995; Sinhg, 1997). Entre as diversas funcdes metabdlicas deste
organelo, sio mencionadas algumas entre as mais importantes e que envolvem as enzimas

estudadas no figado de truta faro.

Fig. 1) Resumo das principais vias metabolicas
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1993a).

3.1. B-oxidagdo dos acidos gordos

A ocorréncia de B-oxidacio nos microcorpos foi inicialmente observada em glioxissomas
por Cooper e Beevers (1969) , e s6 alguns anos depois foi demonstrada em peroxissomas de
figado de rato (Lazarow e De Duve, 1976). Contranamente 20 sistema de P-oxidacio
mitocondrial, que ocorre apenas no reno animal, o sistema de [B-oxidagao presente nos

peroxissomas encontra-se largamente distribuido na natureza, nao s6 em animais como também

em plantas e em microorganismos eucariotas (Schulz, 1991).
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Um aspecto importante reside no facto dos peroxissomas realizarem, preferencialmente, a
B-oxidagdo dos 4cidos gordos de cadeia muito longa (>C,;), enquanto que nas mitocondrias

ocorre principalmente a B-oxidacio dos acidos gordos com cadeia inferior a 18 4tomos de
carbono (Mannaerts e Van Veldhoven, 1993; Reddy e Mannaerst, 1994). Assim, verificou-se que
os peroxissomas contribuem para cerca de 5 a 20% da oxidagido dos acidos gordos de cadeia
longa (Singh, 1997). No entanto, no figado, cérebro e em culturas celulares de fibroblastos da
pele, os passos iniciais da oxidagdo dos acidos gordos de cadeia muito longa sdo, possivelmente,
da intetra responsabilidade dos peroxissomas (Mannaerts e Van Veldhoven, 1993; Singh, 1997).

Apesar dos mecanismos de B-oxidagdo apresentarem semelhangas entre peroxissomas e
mitocondrias, existem diferencas significativas entre os dois sistemas, particularmente no que diz
respeito as enzimas intervenientes (Mannaerts e Van Veldhoven, 1993). A primeira reacgio da fB-
oxidagdo peroxissomal € catalisada pela acil-CoA oxidase, contendo FAD como grupo prostético,
tal como as desidrogenases mitocondriais. No entanto, nas mitocéndrias, o FADH, transfere os
electrbes indirectamente para a ubiquinona através de proteinas transportadoras de electrdes,
dando origem 2 produgio de ATP. No entanto, nos peroxissomas, a reoxidacio do FADH,
ocorre através da redugio directa de O, a H,O, (Osumi et al., 1980). Acresce que no referente a0
transporte dos dertvados gordos de acil-CoA, ao contririo do que acontece nas mitocéndrias, nos
peroxissomas aquele é independente da presenca da camitina aciltransferase. Contudo, este
mecanismo de importagdo peroxissomal ndo estd ainda totalmente esclarecido (Master e Crane,
1995).

A B-oxidagdo pode ser dirigida a dcidos gordos saturados ou insaturados (Lazarow e De

Duve, 1976). Contudo, antes de poderem ser submetidos ao processo da B-oxidacio, quer seja
peroxissomal, quer seja mitocondrial, os acidos gordos tém que ser activados, através da
transformacdo nos seus respectivos ésteres de CoA. Esta reaccao de activagdo € realizada por
diferentes acil-CoA sintetases ou ligases, requerendo ATP. Virias ligases com diferentes
especificidades para o comprimento da cadeia de carbono foram identificadas nos peroxissomas,
mitocondrias e microssomas (Singh, 1997).

Cada ciclo da B-oxidagio peroxissomal dos ésteres saturados de CoA compreende quatro
reacgdes, as quats sao catalisadas por trés enzimas diferentes (Hashimoto, 1987). A primeira
reacgdo ¢ catalisada pela acil-CoA oxidase, sendo esta a enzima limitante desta via metabélica
(Mannaerts e Van Veldhoven, 1993). As duas reac¢Bes seguintes s3o da responsabilidade de uma

outra enzima, a enzima multifuncional que, para além de se comportar como uma hidratase e

desidrogenase, pode também funcionar como uma A’-gs-A’-frans-enoil-CoA isomerase,
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permitindo, assim, o catabolismo dos acidos gordos insaturados (Palosaari e Hiltunen 1990;
Mannaerts e Van Veldhoven, 1993). Finalmente, a Ultima reacgio, é da responsabilidade da

enzima 3-cetoacil-CoA tiolase, dando origem a uma molécula de acetil-CoA e de acil-CoA, esta
ultima mais curta que a mnicial em dots atomos de carbono, pronta para reentrar na espiral da -
oxidacio. Apesar destes ciclos se repetirem varias vezes, a [-oxidagio peroxissomal nos
mamiferos, ao contrario da mitocondrial, nao é completa, actuando apenas como um sistema de
encurtamento das cadetas, sendo reduzidas a um tamanho de 6 a 12 atomos de carbono (Singh,
1997). Estes produtos finais da B-oxidacdo peroxissomal podem sofrer completa oxidacio nas
mitocondrias ou entio seguir por outras vias metabolicas (Masters e Crane, 1995).

Aos peroxissomas atribui-se a exclusiva responsabilidade pela P-oxidagio dos
intermediarios dos acidos biliares com cadeias laterais acil (Kase et al., 1986; Pedersen, 1993),
nomeadamente dos acidos di- e trihidroxicoprostanico (resultantes da clivagem da cadeia lateral
do colesterol). Contudo, os peroxissomas estio também envolvidos em processos de B-oxidagio
de muitos outros compostos: acidos mono e dicarboxilicos de cadeta média e longa, acidos
gordos ramificados metilados, xenobidticos que possuem cadetas alifaticas com diversos
substituintes na posicdo @, acidos pristanico, pipecolico e glutarico, prostaglandinas e outros

eicosanoides (Mannaerst e Van Veldhoven, 1993; Singh, 1997).

3.2. Catabolismo das purinas

Da degradagio completa das bases puricas (adenina e guanina) ongina-se CO, e NH,,
devido 2 interven¢io das enzimas indicadas na Fig. 2. A primeira etapa da degradagio das purinas
ocorre no citosol e conduz a formagio de hipoxantina ou xantina, sendo estes os produtos finais
desta via apenas em sanguessugas, mexilhdes de agua doce e aranhas (Usuda et al., 1994).

Embora a formagio de acido urico possa ocorrer essenctalmente no citosol, foi referida a
localizagiao de xantina oxidase, uma das enzimas envolvidas neste processo, nos nucledides dos
peroxissomas de figado de rato (Angermiller et al., 1987), assim como nos peroxissomas do
figado e rim de aves e anfibios (Scott et al., 1969). Por sua vez, a oxidagido do acido urico ocorre
sempre nos peroxissomas, tendo a urato oxidase sido mnameras vezes descrita como constituinte
dos nucledides peroxissomais (Volkl et al., 1988).

Contudo, durante o processo evolutivo, muitas espécies perderam parte das enzimas desta
via metabolica pelo que, os produtos finais do catabolismo das purinas variam consoante os
grupos de animais (Fig. 2). Assim, ¢ a titulo de exemplo, sabe-se ter ocorrido a perda da

totalidade das enzimas responsavets pela degradacio do acido urico (urato oxidase, alantoinase,
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alantoicase, ureidoglicolatoliase e urease) em certas espécies de msectos, alguns gastropodes,
numa grande variedade de répteis, nas aves e em alguns primatas, incluindo homem, o que leva a
excrecao do acido urico como produto final do catabolismo das purinas (Yeldandi et al., 1990;
Fujtwama e Noguchi, 1995). No homem e certos primatas, a perda da actividade da urato oxidase
ficou-se a dever a ocorréncia de duas mutacdes no respectivo gene (Yeldandi et al., 1990).

No ratinho, e em muitos outros mamiferos, devido a auséncia das enzimas alantoinase e
alantoicase, a Gltima etapa desta via metabdlica consiste na oxidacio do acido urico em alantoina,
numa reacgio catalisada pela urato oxidase (Usuda et al., 1988). Os anfibios possuem ainda no
citosol dos seus hepatdcitos a alantoinase, que transforma a alantoina em 4cido alantbico, a
alantoicase, que degrada o acido alantbico em ureia e ureidoglicolato e finalmente, a
ureidoglicolatoliase, enzima que transforma aquele Gltimo metabolito em ureta e glioxilato. Assim,
enquanto que nestes organismos a ureia € o metabolito de excrecdao final, em diversos
invertebrados, a enzima urease converte aquele dltimo composto em didxido de carbono e

amonia (Scott et al., 1969).

ADENINA GUANINA
HIPOXANTINA
\ Sanguessugas
XANTINA — — { Aranhas
Yanfina-coidase '_ Mexilhoes de agua doce
Xantina desidrogensel ™ — —" Primatas
i ¥ Aves
ACIDO URICO — _;Insgctos terrestres
Urato oxidase ~— — — _..l Muitos répteis
Muitos mamiferos
ALANTOINA — — A4 Dipteros carnivoros
Alantoinase — — — — | Alguns répteis
ACIDO ALANTOICO — — {Alguns teledsteos
Alantoicase — —— — — —
UREIA + UREIDOGLICOLATO
Ureidoglicolatoliase — —— —e
Anfibios
) - Alguns teleosteos
ACIDO GLIOXILICO UREIA— j}Dipnéicos
Urease — — — o 0 __ — Elasmobranquios
Muitos invertebrados
CO2+NH3— {jnciuindo Crusticeos

Fig. 2) Via de degradaciio das purinas nos animais, indicando-se as enzimas intervenientes (coluna da esquerda) e os

respectivos metabolitos finais em diferentes grupos de animais (coluna da direita). (Adaptado de Lazarow, 1994.)

3.3. Catabolismo dos aminoacidos e dcidos L-a-hidroxi

Varias enzimas relacionadas com o catabolismo dos aminoacidos, pertencentes a classe das

oxirredutases flavinicas, foram encontradas nos peroxissomas, nomeadamente a D-aminoacidos
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oxidase, a D-aspartato oxidase e a acido L-a-hidroxi oxidase (tipo 2 A e B) (Mannaerts e Van
Veldhoven, 1993).

Nos mamiferos, a oxidase A dos acidos L-o-hidroxi, também conhecida por glicolato
oxidase encontra-se localizada no figado e, em certas espécies pode, simultaneamente, ser
detectada nos peroxissomas do rim. A isoenzima tipo B, cuja fun¢io metabdlica permanece ainda
pouco clara, localiza-se nos peroxissomas renais onde forma as placas marginais (Zaar et al.,
1991). A isoenzima tipo A oxida, preferencialmente, os acidos L-ot-hidroxi alifiticos de cadeia
curta, como o glicolato, nos seus correspondentes a-cetoacidos e H,O,. O mesmo acontece com
os substratos degradados pela isoenzima tipo B, nomeadamente os acidos L-a-hidroxi alifaticos
de cadeia longa, acidos L-a-hidroxi aromaticos e os L-aminoacidos (Zaar et al., 1991; Mannaerts
e Van Veldhoven, 1993). Contudo, quando os aminoacidos sdo os substratos a oxidar, para além
dos produtos ja mencionados, origina-se também NH, (Master e Crane, 1995). Os esqueletos
carbonicos resultantes das reacgdes acima mencionadas podem ser utilizados na sintese de
glucose (gluconeogénese), um processo que ocorre no figado e no cortex renal. No entanto, é
ainda controverso o significado real destas enzimas peroxissomais na gluconeogénese (Mannaerts
e Van Veldhoven, 1993).

A D-aminoacidos oxidase, que oxida os D-1sémeros de aminoacidos neutros e bésicos, fot
uma das primeiras enzimas a ser detectada nos peroxissomas (De Duve e Baudhuin, 1966),
enquanto que a D-asparto oxidase, presente também neste organelo, é a responsavel pela
oxidagao dos D-1sémeros de aminoacidos acidicos (Zaar et al., 1989). Destas reacgdes resultam,
como produtos finais, os respectivos a.-cetoacidos, amoniaco e peroxido de hidrogénio.

Pouco se sabe sobre a fungio fisiologica das enzimas D-aminoacidos oxidase e D-asparto
oxidase. Os D-aminoacidos estdo presentes nos peptidoglicanos das paredes celulares bacterianas
e nio tém significado metabdlico nos mamiferos, embora alguns resultados apontem para a
possibilidade destas enzimas mnterferirem no catabolismo dos D-aminoacidos provenientes da
tlora microbiana intestinal (Mannaerts e Van Veldhoven, 1993). Recentemente, alguns D-
aminoacidos foram encontrados no tecido nervoso de certos roedores, anfibios e, principalmente,
moluscos, onde parecem desempenhar importantes fun¢des neuromodeladoras, tanto na sua
forma livre como fazendo parte de neuropeptideos (Fujisawa et al., 1992; D’Antello et al., 1993;
Mannaerts e Van Veldhoven, 1993; Yasuda-Kamatani et al., 1995), pelo que poderdo constituir
substratos naturais para estas enzimas.

As davidas existentes sobre o significado fisiologico destas enzimas, levaram Hamilton e
seus colaboradores (1987) a sugerir que as D-aminoacidos oxidase, D-aspartato oxidase e oxidase

dos acidos L-o-hidroxi catalisam reaccbes envolvendo substratos diferentes dos anteriormente
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mencionados. Assim, os substratos ﬁsiolégicos poderiam ser os oxalil-tiolesteres, substancias
resultantes de reaccbes ndo enzimdticas entre o glioxilato e ti6is ou aminotidls (tais como a
L-cisteina, L-cisteinilglicina ou a cisteamina). Sabe-se hoje, que estes compostos sio muito
importantes para o controlo metabdlico, tendo-se verificado que alguns deles estao possivelmente
mntegrados em sistemas mensageiros intracelulares de vartas hormonas, entre as quats a mnsulina

(Hamilton, 1987).

3.4. Metabolismo de formas reactivas de oxigénio

O oxigénio é consumido através de varias reacgdes metabolicas que ocorrem nos diferentes
componentes celulares, nomeadamente no citosol, nas mitocondnias, no reticulo endoplasmatico
e nos peroxissomas (Sinhg, 1997). No figado, os peroxissomas consomem entre 10-30% do
oxigénio gasto pela célula (Sinhg, 1997). Eles possuem diversas oxirredutases (Van Den Bosch et
al,, 1992) as quats, usando o oxigénio como aceitador de electrdes, levam a formagio de um
substrato oxidado, conjuntamente com uma forma reactiva de oxigénio (FRO), o peréxido de
hidrogénio (H,O,) (Livingstone et al., 1990). Para além do H,O,, outras FRO sio originadas nos
peroxissomas, nomeadamente os anibes superoxido (O,), por exemplo através da xantina
oxidade e citocromos P-450 (Sinhg, 1997). Uma deficiente eliminacio do H,O, e dos anides
superdxido na presen¢a de metais de transicdo leva a formagdo de radicais hidroxilo (OH) os
quats, sendo extremamente toxicos, sdo capazes de atacar proteinas, acidos nucleicos e lipidos,
provocando importantes danos na estrutura e funcionamento celular, da qual devem ser
rapidamente eliminados (Sinhg, 1997).

A catalase tem sido considerada como umas das enzimas mais abundantes na matriz dos
peroxissomas (Van den Bosch et al, 1992; Mannaerts e Van Veldhoven, 1993). Esta enzima

decompéde o H,O, por duas vias diferentes (De Duve e Baudhuin, 1966):

- reac¢do entre duas moléculas de H,0, (2 H,O,— 2 H,O +0,) - via catalatica;
- reac¢do entre uma molécula de H,O, e outro substrato, que podera ser o etanol, o
metanol, o formaldeido, 16es nitrito, entre outros (RH, + H,0, - R + 2H,0) - via

peroxidatica.

In vivo, a actividade peroxidatica da catalase €, provavelmente, a predominante. Além disso,
uma outra enzima localizada na membrana e matriz peroxissomal, a glutationa peroxidase, é
também responsavel pela eliminagio do H,O, (Singh, 1997). Por outro lado, as enzimas Cu,Zn-

superoxido dismutase e a Mn-superoxido dismutase, presentes respectivamente, na matriz e na
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membrana dos peroxissomas, permitem uma desintoxicagio muito eficiente dos anides
superoxido (Livingstone et al., 1990; Masters e Crane, 1995; Singh, 1997). Os epéxidos, outro
tipo de FRO que resultam, quer da biotransformagio de xenobidticos, quer do metabolismo de
compostos endogenos, sdo desactivados pela epoxido hidrolase, enzima também presente nos
peroxissomas (Singh, 1997). Assim, é de vital importancia que as enzimas antioxidantes se situem
proximo dos locais de origem das FROs, de modo a elimind-las da célula, o mais rapidamente

possivel, antes de poderem induzir qualquer dano significativo.

3.5. Outras fungées dos peroxissomas

Outras actividades em que as enzimas peroxissomais estdo envolvidas incluem a biossintese
do colesterol, acidos biliares, dolicdis e plasmalogénios (fosfolipidos com funcio éter presentes
na membrana citoplasmatica), a produgio de hexose monofosfato, catabolismo do glioxilato, das
poliaminas, e a a-oxidacio do acido fitanico (Osmundsen et al., 1991; Van den Bosch et al., 1992;
Mannaerts e Van Veldhoven, 1993; Sinhg, 1997).

3.6. Enzimas presentes nos peroxissomas dos peixes

Nos peixes, tem sido dada especial aten¢do as enzimas relacionadas com a B-oxidacio de
acidos gordos e ao catabolismo das purinas. A acil-CoA oxidase, a enzima multifuncional e a
carnitina acetiltransferase tém sido identificadas em diferentes espécies de peixes. As enzimas
responsavets pelas trés primeiras reac¢des da B-oxidagdo peroxissomal, a acil-CoA oxidase e a
enzima multifuncional, foram localizadas na truta arco-iris (Onchorynchus mykiss) ( Yang et al.,
1990), em medaca japonesa (Orygzas latipes), no peixe gato (Ictalarus punctatus) e na dourada (Sparus
anrata) (Gallagher e Di Giulio, 1991; Scarano et al,, 1994; Pedrajas et al., 1996). A camitina
acetiltransferase, enzima essencial no transporte dos acidos gordos encurtados provenientes da 8-
oxidacdo peroxissomal para o interior da mitocondtia, esta presente no peixe dourado (Carassins
anratus) e numa raia (Raja erinacea) (Connock, 1973; Stewart et al., 1994).

Nas células animats, os peroxissomas sio capazes de oxidar uma grande variedade de
acidos gordos, nomeadamente certos acidos gordos mono e polinsaturados de cadeia longa e
muito longa, os quais sdo mais dificilmente oxidados nas mitocéndrias (Sinhg, 1997). Contudo,
surgitam resultados contraditorios quando Henderson e Sargent (1985) verificaram que as
mitocondrias hepaticas da truta arco-iris sio as principais responsaveis pelo oxidacio dos acidos

gordos mencionados anteriormente. Refira-se que os peixes utilizam os lipidos como a sua
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principal fonte de energia, contrariamente ao que acontece nos mamiferos que mobilizam mais os
hidratos de carbono. |

As enzimas responsaveis pela degradacio do dcido urico encontram-se também nos
peroxissomas hepaticos dos peixes. Em muitas espécies, da degradacio do 4cido trico resulta
ureta e glioxilato. Nos peixes, enquanto que a urefa nio € mais metabolizada, o glioxilato é
convertido em glicina por ac¢io da enzima alanina:glioxilato aminotransferase, sendo assim
possivel a reutilizagio dos dtomos de carbono provenientes das purinas (Sakuraba et al., 1996). A
urato oxidase, a alantoinase, a alantoicase, a ureidoglicolatoliase e 2 alanina:glioxilato

aminotransferase foram ja identificadas nos peroxissomas do figado dos peixes (Fig. 3).

Fig. 3) Esquema representativo da Purinas
localizagio das enzimas intervenientes na i
; " . 1-3
via de degradacdo das punnas e de N
reutilizacio dos respectivos atomos de ACidOI Urico
carbono, nos peixes de agua doce. - *. . Peroxissoma ) ( )
Acido 2"°° Mitocéndria
Enzimas: 1) Adenase; 2) Guanase; 3) kit
. . ) Alantoina«1-Alantoina ©licina _
Xantina oxidase; 4) Urato oxidase; 5) ¢5 Acido Glicina _
_ _ ] ) Pirdvico Ficiin
Alantoinase; 6) Alantoicase; 7) Ureido- Acido Acido 8 . 8 Pinivico
- g ian o , Alantéico ™ Alantoico ' Alanina Alanina
glicolatoliase; 8) Alanina:glioxilato ami- 6 Glioxilato > Glioxilato
no transtransferase. (Adaptado de Saku- Urena"i 74> ureia )

CITOPLASMA\  Ureidoglicolato A

raba et al., 1996.)

Verificou-se que, em certos peixes de dgua doce, a alantoinase se situa apenas no citosol
(Fujrwara, 1989), ocorrendo, simultaneamente, na matriz dos peroxissomas e no citosol em
alguns peixes marinhos (Hayashi et al., 1989; Sakuraba et al., 1996). Dependendo das espécies, 2
urato oxidase € a alantoicase podem localizar-se na matriz ou na membrana peroxissomal
(Goldenberg et al,, 1978; Noguchi et al., 1979; Hayashi et al.,, 1989). Constatou-se que, ao longo
da evolugdo, a alantoicase e a alantoinase sofreram uma mudanga na sua localizagio (Fig. 4).
Assim, na passagem dos peixes para os anfibios ocorreu a associagio daquelas duas enzimas,
dando origem a um complexo citosélico existente nos anfibios, o qual se perdeu em etapas
posteriores da evolucido (Hayashi et al, 1989). A ureidoglicolatoliase foi encontrada nos
peroxissomas hepaticos de cavala (Prexmatophorus japonicus) e em Sardinapus melanosticta (Takada e
Noguchi, 1986). A enzima alanina:glioxilato aminotransferase foi também descrita no figado de

algumas espécies de peixes de agua doce, tais como a carpa prussiana (Carassius carassius) € o
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petxe-sol (Lepomis macrochirus), como uma enzima simultaneamente peroxissomal e mitocondrial

(Sakuraba et al., 1996).

ALC ALNC

48k 54K]54K;
48K e == Perdido
ALC 48K 48K|48k
48K
PEROXISSOMA Mamiferos
Aves
Peixes Anfibios Repteis

Fig. 4) Esquema representativo das mudangas intracelulares na localizacdo e estrutura molecular das enzimas
alantoinase e da alantoicase durante a evolucio animal. ALN — Alantoinase; ALC — Alantoicase; ALNC — Complexo

Alantoinase-Alantoicase. (Adaptado de Hayashi et al., 1989.)

QOutras enzimas encontradas nos peroxissomas do figado de carpa (Cyprinus carpio) sio a D-
aminoacido oxidase e a acido L-a-hidroxi oxidase (Kramar et al., 1974; Goldenberg et al., 1978).
A D-aminoacido oxidase foi também descrita nos rins de esgana-gata (Gasterostens aculeatus
trachurss) (Veenhuis e Bonga, 1977). A glicolato oxidase foi identificada nos peroxissomas
hepaticos de carpa (Cyprinus carpio), cavala (Presmatophorus japonicus) e carapau (Trachurns trachurus)
(Goldenberg et al., 1978; Noguchi et al., 1979).

Finalmente, os peroxissomas hepaticos dos peixes parecem ter também um papel
fundamental no metabolismo das formas reactivas de oxigénio pois, para além da presenca da
catalase, uma outra enzima antioxidante, a Cu,Zn-superoxido dismutase foi localizada em
peroxissomas isolados a partir do figado de dourada (Sparus anrata) (Pedrajas et al., 1996). Mais
recentemente, esta mesma enzima, conjuntamente com a glutationa peroxidase, foram
encontradas na matriz dos peroxissomas hepaticos de tainha (Mugi/ cephalus) (Orbea et al., 1999).

Em suma, todos estes dados confirmam o envolvimento dos peroxissomas do figado dos
peixes numa variedade de fungSes metabodlicas importantes, apesar de os estudos serem ainda

limitados a um numero relativamente reduzido de espécies.
4. BIOGENESE DOS PEROXISSOMAS

O peroxissoma é um organelo de duragio limitada, sendo o seu tempo médio de vida
estimado em um ou dois dias. Existe asstm, na célula, um processo constante de formacio de
novos peroxissomas. Nos anos 60 e 70, estudos morfologicos dos hepatdcitos de rato levaram os

investigadores a admitir que o reticulo endoplasmatico era responsavel pela biogénese dos
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peroxissomas devido 2 suposta existéncia de continuidades entre estes dois organelos (Novikoff e
Shin, 1964). Contudo, estudos posteriores negaram tal hipotese ao demonstrarem, através da
analise de cortes ultrafinos seriados, a ndo existéncia de tais continuidades entre os organelos
referidos (Gorgas, 1984, 1985). Além do mais, foi também verificado que as membranas dos
peroxissomas e do reticulo endoplasmatico diferiam no que respeita a sua composigio proteica e
lipidica (Lazaro e Fujiki, 1985). Todos estes e outros resultados vieram provar que os
peroxissomas se formam por fissio de peroxissomas pré-existentes, tal como acontece com as
mitocéndrias e os cloroplastos (Lazaro e Fujiki, 1985; Fahimi et al., 1993b).

Segundo Fahimi e seus colaboradores (1993b), a incorporagio das proteinas membranares
precede a das proteinas da matriz, sugerindo que a biogénese peroxissomal se inicia pelo
crescimento da membrana, dando origem a formagdes semelhantes a uma bainha de mielina.
Estas estruturas incorporam, progressivamente, lipidos e proteinas membranares sintetizadas em
ribossomas livres. Nesse momento, a membrana comega a adquitir a capacidade de importar
proteinas da matriz recém sintetizadas no citosol e expande-se gradualmente, formando saliéncias
que se podem destacar, dando origem a pequenos peroxissomas. Estes podem permanecer
temporariamente ligados aos peroxissomas iniciais, altura em que se observa o reticulo
peroxissomal ja mencionado. Isto implica que todas as células tém de receber pelo menos um
peroxissoma da célula-mide quando ocorre uma divisdo celular. Mais recentemente, esta hiptese
foi posta em causa devido a estudos efectuados com mutantes de leveduras, os quais sugerem que
0s peroxissomas nem sempre derivam de outros pré-existentes. Estes resultados levaram os
nvestigadores a considerar a existéncia de um processo alternativo de biogénese peroxissomal
envolvendo vesiculas do reticulo endoplasmatico, como adiante serd referido (Watertham, 1993).

Uma vez que os peroxissomas niao contém DNA, todas as suas proteinas (membrana,
nucledide e matriz) sio codificadas por genes nucleares e sintetizadas no citosol em polissomas
livres (Lazaro e Fujiki, 1985). Com excepgio de casos pontuais, a grande maioria das proteinas
sdo sintetizadas no seu tamanho definitivo e forma final, ndo sofrendo modificages proteoliticas,
glicosilagdo, fosforilagio ou ligagao covalente com lipidos durante ou apds o seu transporte para
o mtenor dos peroxissomas (Subramani, 1993).

O estudo das proteinas peroxissomais revelou a existéncia de sequéncias de aminoscidos
responsavets pelo seu reconhecimento e direccionamento para o interior dos peroxissomas,
tendo sido denominadas de PTS (“peroxisomal targeting signals” = sequéncia-sinal
peroxissomal). Actualmente, conhecem-se dois tipos ptincipais de PTS, designados de PTS1 e
P'I'S2. Neste organelo, a maioria das proteinas da matriz apresenta a sequéncia PTS1 como sinal

para a importacdo peroxissomal (Waterham e Cregg, 1997). Esta, consiste numa sequéncia
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conservativa tripeptidica na extremidade carboxilica formada pelos aminoacidos Serina-Lisina-
Leucina (SKL) podendo, no entanto, apresentar certas variantes sem afectar a sua funcio
(S/A/C)(K/R/H)(L). Tal sequéncia-sinal significa que: na primeira posi¢io pode ocorrer um
ammoacido pequeno como a Alanina (A) ou a Cisteina (C); na segunda posi¢io, o aminoacido
Lisina (K) pode, eventualmente, ser substituido por aminoacidos basicos, como seja a Arginina
(R) ou Histidina (H); finalmente, admite-se nao poder ocorrer qualquer substituicio no ultimo
aminoacido (Miura et al., 1992; Subramani, 1993, 1996a, 1996b). Nos peroxissomas, a sequéncia
PTS1 ndo é clivada apds importacio, a0 contrario do que acontece com as sequéncias-sinal
presentes nas proteinas destinadas a maiona de outros organelos (Waterham e Cregg, 1997).

Apenas uma restrita variedade das proteinas da matriz dos peroxissomas apresenta a
sequeéncia sinal PTS2 (Gietl, 1996), a qual se localiza préximo da extremidade amino, mas nio na
sua porcio terminal, sendo constituida por um nonapeptideo  conservativo
R/KL/V/D)(X)H/Q)(L/A) (Subramani, 1996a, 1996b). A tiolase dos mamiferos possui a
sequéncia PTS2 que é clivada durante a incorporacio no organelo (Swinkles et al., 1991).
Contudo, a clivagem desta sequéncia nem sempre é obrigatéria (por exemplo na tiolase das
leveduras) (Waterham e Cregg, 1997). A auséncia das sequéncias PTS1 e PTS2, em varias
proteinas peroxissomais, sugere a existéncia de outros sinais topogénicos desconhecidos,
responsaveis pela sua importacdo. A acil-CoA oxidase e a catalase de Candida tropicalis e
Saccharomyces cerevisize, respectivamente, demostraram possuir uma sequéncia PTS na regifo
interna responsavel pela sua importagio peroxissomal, a qual, apesar de ainda ndo completamente
definida ndo parece apresentar similaridades com as sequéncias PTS1 e PTS2 (Small et al., 1988;
Waterham e Cregg, 1997).

Relattvamente as proteinas da membrana dos peroxissomas (PMPs), admite-se serem
também sintetizadas nos ribossomas livres, tal como foi demonstrado para as PMP-22, PMP-26,
PMP-69/70. Estas, sdo importadas e inseridas na membrana dos peroxissomas, sem sofrerem
qualquer tipo de processamento ( Fujiki el al., 1984; Suzuki et al., 1987; Diestelkétter e Just, 1993;
Imanaka et al., 1996). Subramani (1996b) admite a possibilidade da existéncia de um subgrupo de
PMPs (como € o caso da PMP-50 nos mamiferos) provententes do reticulo endoplasmatico.
Algumas das PMPs sertam inseridas a medida que vao sendo smtetizadas ou apenas apds a sua
sintese em locais especializados do reticulo endoplasmatico, do qual se destacariam pequenas
vesiculas que se fundinam com os peroxissomas pré-existentes (Erdmann et al., 1997). Pouco se
conhece também sobre os mecanismos responsaveis pelo direccionamento destas proteinas para

a membrana peroxissomal. Contudo, estudos efectuados propdem a existéncia de um mecanismo
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independente das sequéncias PTS1 e PTS2 como sendo o determinante pela insercdo das PMPs
na membrana dos peroxissomas (Albertini et al., 1997).

Através de estudos efectuados em linhas celulares mutantes de leveduras, as quats foram
recentemente designadas de mutantes Pex, fot possivel identificar uma série de genes PEX, cujos
produtos, proteinas Pex ou peroxinas, sio essenciats para a biogénese dos peroxissomas. Mais de
30 genes PEX foram ja clonados em diferentes espécies de leveduras e varias das proteinas
codificadas sio proteinas das membranas dos peroxissomas (Waterham e Cregg, 1997). Algumas
destas peroxinas parecem funcionar como receptores (PTS receptor) que reconhecem e se ligam
as proteinas possuidoras das sequéncias sinal PTS1 e PTS2, permitindo a sua correcta importagao
nos peroxissomas. As peroxinas sio proteinas moveis que, dependendo da espécie, podem
localizar-se no citosol, associadas 2 membrana ou na matriz peroxissomal (Erdmann et al., 1997).
Estudos recentes, tém contribuido para um conhecimento cada vez mator dos componentes e
mecanismos envolvidos na maquinaria de importacio das proteinas da matriz dos peroxissomas.
Assim, tem sido proposta uma multiplicidade de tais mecanismos, sendo, no entanto,
completamente diferentes daqueles descritos para outros organelos (Waterham e Cregg, 1997).

Os principais componentes lipidicos da membrana peroxissomal sdo a fosfatidil colina e a
fosfatidil etanolamina (Subramani, 1993). Estes sio, na sua maioria, sintetizados no reticulo
endoplasmatico, de onde devem ser recrutados. Foram sugenidos diferentes mecanismos na
tentativa de explicar este transporte de lipidos para o peroxissoma. Admite-se que o transporte
possa ser feito através de proteinas transportadoras de lipidos. Por exemplo, a proteina
transportadora de esterdides (Sterol carrier protein-2) esta envolvida no transporte de fosfatidil
colina (Wouters et al., 1995). Por outro lado, devido ao facto de ao longo de varios anos se ter
vindo a observar uma estreita relacio espacial entre os peroxissomas e o reticulo endoplasmatico,
Fahimi e seus colaboradores (1993b) propuseram um modelo, segundo o qual, numa fase inicial
do processo, os peroxissomas estabelecem contactos membranares com as cisternas do reticulo
endoplasmatico, de modo a assimilar os fosfolipidos sintetizados na face citoplasmatica da
membrana deste organelo. Altemnativamente, e como fa foi referido, poderio formar-se vesiculas
de transporte pré-peroxissomais (contendo lipidos € um subconjunto de proteinas da membrana
do peroxissoma como sejam algumas peroxinas) oriundas do reticulo endoplasmatico, as quais se
podem fundir homotipicamente, de modo a originar novos peroxissomas, ou heterotipicamente,
com aqueles ja existentes (Erdmann et al., 1997).‘ Se tal acontecer, ndo sera obnigatdna a presenca
de qualquer peroxissoma em cada célula filha apds a divisio celular, indo ao encontro dos

resultados obtidos por Waterham e seus colaboradores (1993) em mutantes de leveduras.
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Asstm, de acordo com tudo aquilo que foi dito, toma-se necessario reavaliar a intervencio

do reticulo endoplasmatico na biogénese dos peroxissomas, assunto ainda muito controverso

(Erdmann et al., 1997).

5. ALTERACOES PEROXISSOMAIS INDUZIDAS POR XENOBIOTICOS

5.1. Proliferacdo peroxissomal nos mamiferos

Um dos aspectos mais interessantes dos peroxissomas consiste na sua capacidade de
proliferagdo, acompanhada pela indugao de algumas das suas actividades enzimaticas, quando
certas espécies s3o sujeitas a substancias denominadas de proliferadores peroxissomais.
Simultaneamente, ocorre o aumento de tamanho das mitocondrias e a proliferagio do reticulo
endoplasmatico liso com concomitante hepatomegalia e hipertrofia celular (Grasso, 1993). A
proliferacio peroxissomal foi pela primeira vez observada em 1965, por Hess e seus
colaboradores, no figado de ratos expostos ao clofibrato, uma droga hipolipidémica. Analises
subsequentes demonstraram que o volume peroxissomal, que em condi¢des normais é inferior a
2% do volume celular, pode atingir, ao fim de alguns dias, cerca de 10% ou mais nos animais
tratados com a droga referida (Master e Crane, 1995).

As drogas hipolipidémicas tém uso terapéutico, sendo administradas em caso de
arteriosclerose e hipercolesterolemia. Estes compostos podem, basicamente, ser divididos em
dots grupos: o primeiro constituido pelo clofibrato e substancias com estrutura analoga, como
sejam, por exemplo, o fenofibrato, o bezafibrato e o ciprofibrato; o segundo formado por
compostos estruturalmente nio relacionaveis como o clofibrato, entre os quats se incluem o Wy-
14,643 e o BM 15766 (Reddy e Mannaerts, 1994). O estabelecimento de uma correlagio entre a
proliferacdo peroxissomal e o desenvolvimento de carcinomas hepaticos em roedores, devido 2
utilizacdo das drogas hipolipidémicas, tomou este tema objecto de numerosas pesquisas (Master e
Crane, 1995).

Nas ultimas décadas, as actividades industriais desenvolvidas tém vindo a impregnar o meio
ambiente com grande quantidade de compostos potencialmente toxicos, alguns deles capazes de
induzir a proliferacdo peroxissomal. Entre estes quimicos contam-se os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, herbicidas, insecticidas, lubnificantes, os plastificantes, particularmente os
ésteres de ftalato e outros xenobidticos (Beter e Fahimi, 1991; Bentley et al., 1993; Fahimi e
Cajaraville, 1995). Assim, a variedade de compostos capazes de induzir a proliferacio

peroxissomal é enorme. Contudo, ndo sdo observadas similaridades estruturais entre eles, excepto
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na existéncia de uma funcio acidica que, em muitos casos, € representada por um grupo
carboxilico, o qual pode estar presente, quer no composto parental, quer em qualquer dos
compostos resultantes do seu metabolismo (Bentley et al., 1993; Lake, 1995). Estimulos naturais e
patologias, tais como o tipo de alimentagio, variagbes climiticas, deficiéncia em vitamina E,
diabetes, assim como a ac¢io da deidroepiandrosterona, um precursor das hormonas sexuats,
entre outras causas, podem também conduzir a proliferacio dos peroxissomas nos roedores
(Bentley et al., 1993).

As alteracbes morfologicas observadas nos hepatdcitos dos mamiferos, principalmente em
roedores expostos a drogas hipolipidémicas e outros proliferadores peroxissomais, estio
associadas a modificagdes no metabolismo lipidico resultantes, principalmente, do aumento da
actividade da PB-oxidagio peroxissomal e do sistema de ®-oxidacdo microssomal (Reddy e
Mannaerts, 1994). Verifica-se, assim, que as trés enzimas da [-oxidacio peroxissomal sio
induzidas de 1gual modo, quer ao nivel proteico, quer ao nivel dos respectivos mRNA, ocorrendo
um aumento coordenado da sua actividade, as quats, dependendo, por exemplo, da poténcia da
droga hipolipidémica e da espécie, podem atingir valores 20 a 30 vezes superiores 20s normais
(Nemali et al., 1989; Osumi et al., 1993). Outras enzimas peroxissomais que sofrem um aumento
acentuado da sua actividade sdo a camitina acetiltransferase e a camitina octanoiltransferase.
Contudo, tomando todo este processo amnda mais complexo, nem todas as enzimas
peroxissomais sdo afectadas de igual modo, quando expostas a estes indutores de proliferacio.
Deste modo, a catalase, a urato oxidase e a D-aminoacido oxidase sio pouco ou nada afectadas
(Osumi et al., 1993).

O fendémeno da proliferagio peroxissomal é também acompanhado pela inducio de vartas
enzimas das mitocondrias, do reticulo endoplasmatico e do citosol. Entre estas, destaca-se o
citocromos P450 IVA (IVA1, IVA2 e IVA3) pertencente ao reticulo endoplasmatico, envolvido
na o-oxidagio dos dcidos gordos, a epoxido hidrolase, uma enzima citosdlica e a camitina
acetiltransferase, uma enzima também mitocondrial (Beier e Fahimi, 1991; Bell et al., 1992; Reddy
e Mannaerts, 1993).

Quando o composto indutor da proliferacdo peroxissomica € retirado do meio ou
suspensa a sua administragdo, o numero de peroxissomas ¢ as respectivas actividades enzimaticas
retomam rapidamente os valores normais. Isto é conseguido, principalmente, através de um
mecanismo autofagico que elimina os peroxissomas excedentarios (Yokota, 1993)

Sabe-se que a administracio cronica aos roedores de muitos dos proliferadores
peroxissomais induz o aparecimento de tumores malignos no figado, cujo grau de incidéncia

depende, por exemplo, da dose e da poténcia do agente utilizado (Rao e Reddy, 1989; Lake,
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1995). Como os proliferadores até hoje conhecidos ndo se ligam directamente ao DNA sdo
classificados como agentes carcinogénicos nao-mutagénicos e nao-genotoxicos (Rao e Reddy,
1989; Lake, 1995). Uma vez que o efeito carcinogénico destes agentes indutores da proliferacio
peroxissomal nos roedores nio foi ainda completamente esclarecido, varios tém sido os
mecanismos propostos na tentativa de o explicar, nomeadamente: mducdo do stress oxidativo
(James e Roberts, 1995); aumento da multiplicacdo celular ou mitogénese (Bentley et al., 1987);
promoc¢io de lesdes hepaticas (Kraupp-Grasl et al., 1991); e supressao da apoptose (James e

Roberts, 1995; Roberts et al., 1995).

5.2. Factores que influenciam as respostas aos proliferadores peroxissomais nos mamiferos

O elevado numero de estudos dedicados a este fenomeno permite concluir que o efeito dos
proliferadores peroxissomais varia consoante a espécie e composto usado. Os diferentes niveis de
respostas aos proliferadores peroxissomais exibidos pelas diversas espécies podem ser devidos a
factores tais como: taxas de absor¢do, de metabolismo e de excrecao do proliferador; dose,
poténcia e via de administracio; disponibilidade do composto em estudo; sexo, idade e niveis
hormonats do organismo. No entanto, estudos recentes mostram que as diferencas genéticas sao
a principal causa da maior ou menor sensibilidade das espécies aos proliferadores de
peroxissomas (Fahimi e Cajaraville, 1995; Lake, 1995; Holden e Tugwood, 1999; Roberts, 1999;
Hasmall et al., 2000).

Nos mamiferos, € nos peroxissomas hepaticos que os efeitos dos proliferadores sao mais
evidentes. A accdo destes quimicos nos tecidos extra-hepaticos resultam, quer dos seus préprios
efeitos nesses tecidos, quer das consequéncias da ac¢io exercida no figado (Hinton e Price, 1993).
Para além do figado, o rim € o 6rgdo que apresenta a populagio de peroxissomas mais abundante,
principalmente no cortex, onde os peroxissomas sio grandes e possuem um sistema de f-
oxidacao muito activo (Zaar, 1992). Os proliferadores peroxissomais, a0 actuarem nos tibulos
proximais, também provocam a proliferagiao dos peroxissomas (Hinton e Price, 1993). Contudo,
o grau de estimulacdo das actividades enzimaticas e da sintese de mRINA ndo ¢é tio elevado como
no figado, ndo sendo também tio vasto o espectro das enzimas induzidas (Bell et al., 1992
Hinton e Price, 1993). Assim, por exemplo, enquanto que nos peroxissomas hepaticos dos
ratinhos tratados com clofibrato a palmitoil-CoA oxidase sofre um aumento na sua actividade de
cerca de 28 vezes, no im do mesmo animal esse aumento ¢ de apenas 9 vezes (Bell et al., 1992).

Uma resposta peroxissomal mais restrita pode ser observada noutros tecidos e orgaos dos
roedores, tais como o intestino, testiculos, tecido adiposo, pulmdes, musculo cardiaco e

esquelético. Aumento no nimero de peroxissomas e das enzimas da P-oxidagdo peroxissomal
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pode ser observado nas células epiteliais intestinais nos roedores expostos ao clofibrato, no
miocardio dos animais expostos ao ciprofibrato e no tecido adiposo durante a aclimatagdo ao frio
(Nemali et al., 1988; Yokota e Asayama, 1990; Hinton e Price, 1993). Contudo, existem outros
tecidos e 6rgios onde a proliferagio peroxissomal nio € significativa, podendo mesmo nao serem
observadas alteracdes funcionais. Estas estruturas incluem a tirbide, o pancreas e as células
neuroendécrinas gastricas. Mas, apesar de nestes casos os proliferadores peroxissomais nao
exercerem os seus efeitos sobre os peroxissomas, induzem a proliferagio celular e neoplasias
(Hinton e Price, 1993).

Quando na presenca de compostos indutores da proliferagio peroxissomal, diferentes
espécies de mamiferos reagiram de modo distinto. Assim, enquanto que o rato e o ratinho sdo
muito sensiveis 2 estes compostos, o porquinho-da-india, o coelho e o cdo, praticamente nio
manifestam qualquer tipo de resposta (Fahimi et al., 19932; Bently et al., 1993). Deste modo, sob
a influéncia do bezafibrato, um potente proliferador peroxissomal, observou-se que no figado do
rato, a percentagem do volume celular ocupado pelos peroxissomas pode aumentar cerca de 3,5
vezes, nio se tendo verificado qualquer alteracio nos peroxissomas do porquinho-da-india
(Fahimi et al., 1993a). Constatou-se também nio ter ocorrido qualquer alteragdo na actividade da
catalase nos peroxissomas hepaticos dos ratos, enquanto que uma diminuigdo da actividade da
referida enzima foi observada nos peroxissomas do porquinho-da-india quando expostos ao
bezafibrato (Fahimi et al., 19932). Além do mais, os proliferadores apresentaram comportamento
distinto, sendo tal facto posto em evidéncia pela droga BM 15766, a qual induziu significativa
proliferagio peroxissomal, ndo ocorrendo qualquer alteragio nas enzimas da B-oxidacio
peroxissomal (Baumngart et al., 1990). Tais observagdes exigem a aplicagio simultdnea de
metodologias bioquimicas e morfolégicas para o estudo dos efeitos resultantes dos proliferadores
peroxissomais.

No que diz respeito a0s primatas, os macacos do novo e do velho mundo comportaram-se
duma forma muito moderada e apenas quando sujeitos a doses muito elevadas de proliferadores.
Relativamente ao homem, nio foi observada proliferacio peroxissomal em consequeéncia de
tratamentos com drogas hipolipidémicas ou outro tipo de proliferadores (Bentley et al., 1993).
Assim, por exemplo, enquanto se constatou um aumento significativo da B-oxidacdo
peroxissomal, sintese de DNA e supressdo da apoptose nos hepatocitos de rato, quando sujeitos
a0 DEHP (Dietilexilftalato), nenhum destes efeitos foram observados nos hepatdcitos humanos
(Hasmall et al., 2000). Deste modo, podemos afirmar ser impossivel generalizar os resultados

obtidos acerca da proliferacio peroxissomal a partir de uma dada espécie.
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Observou-se que os ratos mais idosos possuiam uma capacidade de resposta proliferadora
menor do que os ratos mais jovens, da mesma espécie, quando sujeitos 20 clofibrato (Yamoto et
al., 1995). Fémeas de ratinho expostas aos fracos proliferadores peroxissomais clofibrato e di-(2-
etilexil) ftalato revelaram uma sensibilidade reduzida, comparativamente com os machos da
mesma espécie. Contudo, quando proliferadores mais potentes que os anteriormente referidos

sdo empregues, estas diferencas entre sexos deixaram de existir (Rao et al., 1994).

5.3. Alteracbes peroxissomais nos peixes

Alguns investigadores estudaram as modificacbes morfolégicas e bioquimicas dos
peroxissomas dos peixes resultantes da acgdo dos proliferados peroxissomais tipicos dos
mamiferos. Verificou-se que a droga hipolipidémica genfibrozil, provoca um ligeiro aumento na
actividade das enzimas acil-CoA oxidade e multifuncional na truta arco-iris e em medaca japonesa
(Oryzias latipes), sendo tal acréscimo apenas significativo no caso da enzima muiltifuncional para o
ltimo dos peixes referidos (1,4x) (Scarano et al., 1994). Por outro lado, o ciprofibrato injectado
intraperitonialmente na truta arco-iris provocou um aumento da actividade das enzimas
peroxissomais acil-CoA oxidade (1,8x), enzima multifuncional (1,5x) e catalase (3,5x), ocorrendo
também um aumento de 2,3 vezes na densidade volumétrica peroxissomal dos seus hepatdcitos,
nao tendo sido observada qualquer alteragio na densidade numérica (Yang et al., 1990). Nio foi
detectada a inducio das enzimas pertencentes ao sistema de B-oxidacio peroxissomal nos
hepatécitos isolados de truta arco-itis expostos ao genfibrozil. No entanto, nas células referidas, o
clofibrato e o ciprofibrato provocaram um forte aumento da actividade das enzimas acil-CoA e
multifuncional (Donohue et al., 1993).

Para além das drogas hipolipidémicas, o estudo dos efeitos de outros xenobidticos
organicos sobre as enzimas da B-oxidagio peroxissomal tem sido escasso. Assim, enquanto que
os herbicidas picloram e o 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético nio alteraram a actividade da enzima
acil-CoA oxidase num peixe gato (Ietalarus punctatns) (Gallagher e Di Giulio, 1991), o efluente
proveniente de uma fibrica de branqueamento de papel induziu um aumento na oxidacio do
lauroil-CoA oxidase e da palmitoil-CoA de 3 e 7 vezes, respectivamente (Mather-Mihaich e Di
Guulio, 1991). Por sua vez, a injecgio de dieldrina em dourada (Sparus aurata) aumentou a
actividade da enzima acil-CoA oxidase 9,3 vezes (Pedrajas et al., 1996).

Um grande interesse tem merecido o comportamento da catalase e de outras enzimas
antioxidantes nos peixes expostos a uma grande variedade de xenobidticos. A inducio da
actividade da catalase foi observada nos hepatécitos de enguia (Anguilla anguilla) (1,4x) apos

exposicdo ao pesticida dinitro-o-cresol (Braunbeck e Vlkl, 1991), no figado de um peixe gato
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(Ictalarns punctains) (2 a 3x) sujeito 2o efluente oriundo da industria de branqueamento de papel
(Mather-Mihaich e D1 diulio, 1991) e em dourada (Sparus aurata) (2,7%) injectada com dieldrina
(Pedrajas et al., 1996). Contudo, verificou-se uma redugio da actividade da catalase nos juvenis da
truta arco-iris exposta a 4-cloroanilina (Braunbeck, 1993). Por outro lado, neste mesmo peixe e
num gobio (Cottus gobis), ambos sujeitos a contaminantes dos ecossistemas aquaticos, tais como
os insecticidas “endosulfan” e “disulfoton” e os herbicidas picloram e o acido 24 —
diclorofenoxiacético, ndo provocaram qualquer indugio na actividade da catalase (Gallagher e Di
Giulio, 1991; Bucher et al., 1993; Amold et al., 1995). No que se refere 2 enzima peroxissomal
Cu,Zn-superdxido dismutase, observou-se um aumento de 2,8 vezes na sua actividade no figado
de dourada (Sparus anrata) apbs injecgio com dieldrina (Pedrajas et al., 1996).

A indugio das enzimas relacionadas com o catabolismo das purinas fo1 observada, quer
para a urato oxidase (2x), quer para a alantoicase (1,8x) em enguta (Anguilla angnilla) sujetta ao
pesticida dinitro-o-cresol (Braunbeck e Valkl, 1991). O mesmo aconteceu na truta arco-iris
exposta aos insecticidas “endosulfan” e “disulfoton” no caso da urato oxidase (1,6x) (Amold et
al, 1995). Nestes dois tltimos casos, a par da indugdo enzimdtica referida, ocorreu também a
proliferacio dos peroxissomas. Relativamente ao exemplo da truta arco-iris, registou-se no figado
um aumento do volume peroxissomal absoluto (Um’/por célula), atingindo um valor cerca de 2,7
vezes superior ao normal (Amold et al,, 1995). Pelo contririo, observou-se uma reducio no
nimero de peroxissomas, bem como na actividade da catalase nos juvenis da truta arco-irs
exposta a 4-cloroanilina (Braunbeck, 1993). No entanto, quando os hepatécitos isolados da
espécie atras referida foram sujeitos a 4-cloroanilina, verificou-se uma persistente proliferacao
peroxissomal dependente da dose administrada, a formacgio de agrupamentos de peroxissomas ¢
uma maior heterogeneidade morfologica dos mesmos (Braunbeck, 1993). Deste modo, nos
peixes, a resposta peroxissomal é provavelmente mais moderada quando comparada aquela
observada nos roedores, assemelhando-se mais com a resposta dos primatas superiores.

A comparacio da actividade da catalase e outras enzimas antioxidantes analisadas em
peixes provenientes de locais com diferentes concentracSes de poluentes (estudos i i), tem
conduzido 2 resultados contraditorios. Assim, em Zosterisessor ophiocephalus e em tainha (Mung!/
cephalus) capturados em diferentes zonas contaminadas simultaneamente com metats, PCBs,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e pesticidas, verificou-se uma forte indugio da actividade
da catalase no figado destes peixes (Rodriguez-Ariza et al., 1993a, 1993b; Livingstone et al., 1995).
Opostamente, no que se refere a enzima atrds mencionada, ela pode permanecer inalterada ou
mesmo ocorrer uma reducio na sua actividade em sardinhas (Sardina pilchardus) oniginanas do

porto de Bilbao, fortemente contaminado com PCBs (Peters et al., 1994).

25



INTRODUCAO

5.4. Mecanismos da prolifera¢do peroxissomal

Nos mamiferos, a indugdo da proliferagdo peroxissomal €¢ mediada por receptores
denominados receptores activados pelos proliferadores peroxissomais (“peroxisome proliferator
activated receptor “— PPAR) que actuam como factor de transcrigio (Issemann e Green, 1990).
Os PPARs constituem uma subfamilia identificada como membro da superfamila dos receptores
hormonais nucleares, que também inclui os receptores de hormonas esteréides, da hormona
tiroideia, da vitamina D3 e do acido retinoico (Master e Crane, 1995). Trés subtipos diferentes de

PPARs denominados de a, B (também chamado de 8, NUC-I ou FAAR) e 7y, foram ja descritos

em diferentes espécies de vertebrados. Assim, os subtipos de PPARs, o e y foram encontrados
no Xenopus laevis, no rato, no ratinho e no homem, tendo aquele Gltimo PPAR sido ja também
descrito no hamster. Do mesmo modo, o PPARS fot ndo sé identificado no sapo Xengpus laevss,
mas também nas restantes espécies anteriormente mencionadas, sendo denominado por PPARS,
FAAR e NUC-IL, no rato, no ratinho e no homem, respectivamente (Keller e Wahli, 1993;
Schoonjans et al., 1996; Sorensen et al., 1998). Mais recentemente, verificou-se que no ratinho e
no homem, o PPARY ocorre sob as isoformas PPARy1 e PPARy2 (Zhu et al., 1995). Cada
subtipo de PPAR, de natureza fosfoproteica, ¢ codificado por um gene diferente, parecendo, no
entanto, ter derivado de um gene ancestral comum (Motojima, 1993).

O estudo sobre a distribuicdo e abundincia dos diferentes tipos de PPARs nos varios
tecidos, leva-nos a uma melhor compreensdo das suas fungdes fisioldgicas. Assim, verificamos
que nos mamiferos, o PPAR« é predominantemente expresso nos tecidos com elevadas taxas de
oxidacdo lipidica peroxissomal, tal como acontece no figado e nos rins. Nos roedores, como estes
6rgaos sdo tidos como alvos preferenciais para a actuacio dos proliferadores peroxissomats, o
PPAR esta directamente envolvido no fenémeno da proliferagao. Além do mais, este PPAR
localiza-se também nos musculos esqueléticos, no coragio, no estomago, no duodeno, no tecido
adiposo castanho e na glandula supra-renal (Mukherjee et al., 1994; Braissant et al., 1996; Holden
e Tugwood, 1999).

Relativamente ao PPARS, uma vez que € expresso na maioria dos tecidos do rato adulto,
permanece ainda por esclarecer a sua fungdo especifica no organismo. Este PPAR,
conjuntamente com o subtipo @, foram detectados em niveis muito elevados nos embrides dos
ratos e dos ratinhos. Esta situacdo sugere-nos que ambos os PPARs § e o desempenham um

papel preponderante no desenvolvimento e diferenciagdo celular do organismo (Braissant et al,

1996; Serensen et al., 1998).
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No que respeita 20 PPARY, sabe-se que a sua expressio ¢ altamente dependente do tecido,
sendo predominantemente expresso no tecido adiposo, na glandula supra-renal e nos tectdos
hematopoiéticos (Keller e Wahli, 1993; Braissant et al, 1996). Embora nio tendo ainda sido
completamente caracterizada a distribuicio tecidual das isoformas PPARy1 e PPARY2, os dados
actuats sugerem que esta Gltima é predominantemente expressa nos tecidos adiposos, enquanto
que a primeira parece ser a Unica forma presente nas células hematopoiéticas humanas (Tontonoz
et al., 1994; Greene et al., 1995).

Em suma, os varios subtipos de PPARs sdo simultaneamente expressos nos diferentes
tecidos em quantidades que variam com o tipo de célula. Depois de activados, os PPARs ligam-se
a uma sequéncia especifica de DNA, denominada elemento de resposta do proliferador
peroxissomal (“peroxissome proliferator response element” — PPRE), a qual consiste numa
sequéncia directamente repetida de dois hexanucleotideos separados por um nucleotideo
(elemento DR-1) que se localiza, geralmente, 2 montante dos genes alvo (Tugwood et al., 1992;
Keller e Wahli, 1993; Jude-Aubry et al., 1997). Para se poderem ligar 20s PPREs, os PPARs tém
de formar heterodimeros com o receptor do acido 9-cis retindico, uma vez que nao se ligam, quer
sob a forma de mondmeros, quer mesmo na forma de homodimeros (Master e Crane, 1995).
Verificou-se que estes heterodimeros, (e em certos casos conjuntamente com co-activadores),
ap0s ligagdo aos PPRESs, alteravam a transcrigio dos genes alvo, estimulando ou inibindo 2 sua
expressio (Fig. 5) (Holden e Tugwood, 1999). Assim, e a titulo de exemplo, o heterodimero
PPARa/RXR activa o gene LPL, possuidor da sequéncia PPER (Schoonjans et al., 1996a). J4 o

contrario acontece com o gene responsavel pela apolipoproteina C-III (Hertz et al,, 1995).

PPAR 9-cis-AR

~ ~
)
=
R o i o
AGGTCA-x-AGGTCA
PPRE

7~

*Inducao Enzimatica *Alteracio do crescimento
*Proliferacio Peroxissomal e diferenciacio celular
*Alteracao dometabolismo *Sintese de DNA

lipidico *Estimulagao deTumor

Fig. 5) Mecanismo basico de accio dos PPARs. PPAR: Receptor activado pelos proliferadores peroxissomais; RXR:
Receptor do Acido Retindico; 9-cis-AR: Acido Retinoico; PPRE: sequéncia directa repetida de duas cépias de bases, tal
como AGGTCA, separadas por um tnico nucleotideo. (Adaptado de Tugwood et al., 1992.)

S3o ja conhecidos varios ligandos capazes de induzir a actividade dos PPARs. Em estudos

realizados com o PPAR do sapo Xengpus leavis, no que se refere, quer ao eicosandide natural, o
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leucotrieno B, (LTB,), quer aos acidos gordos, e ainda mais particularmente aos icidos gordos
polinsaturados, verificou-se que ambos os compostos referidos eram mais eficazes na indugio de
tal PPAR do que o mais potente activador sintético de PPARSs, a droga hipolipidémica Wy 14643

(Keller et al., 1993; Devchand et al., 1996). Relativamente as hormonas, e a titulo de exemplo,
refiram-se a insulina e os glucocorticoides, as quais regulam a expressdo hepitica do PPARa.

Sabe-se que a insulina reduz o nivel do RNAm do PPAR@, enquanto que os glucocorticoides tém
um efeito oposto (Shalev et al., 1996; Schoonjans et al., 1997). E também do nosso conhecimento
o papel preponderante da insulina na lipogénese, favorecendo, assim, a acumulagdo de gordura
no tecido adiposo (Shalev et al., 1996). No que respeita aos glucocorticbides, estes sdo libertados
na corrente sanguinea, quando o organismo se encontra sob stress. Por sua vez, este tipo de

hormona estimula a sintese do PPAR«, o que resulta na mobilizacdo de energia durante tais
situacdes, uma vez que o PPAR em causa regula a trancri¢io de varios genes envolvidos na B-
oxidagdo dos 4cidos gordos (Holden e Tugwood, 1999).

Por outro lado, o PPARY apresenta também como ligandos compostos que nio tém

qualquer efeito no PPARa e B do homem. Estes activadores denominados tiazolidinedionas,
como por exemplo a pioglitazona e o BRL49653, pertencem 2 classe das drogas antidiabéticas
adipogénicas. Tal grupo de quimicos é estruturalmente semelhante 2 insulina (Lehman et al,
1995) e analogo das prostaglandinas, tendo sido os primeiros compostos descritos como ligandos
para 0s PPARs (Forman et al., 1995).

Estudos mais recentes revelaram que os trés subtipos de PPARs sdo activados por
diferentes acidos gordos, diversos eicosandides e algumas drogas hipolipidémicas revelando,
contudo, afinidades diferentes para os diversos ligandos (Krey et al., 1997).

Sabe-se hoje que apesar do elemento DR-1 ser fundamental para a ligagio ao PPAR, outras
regides que ladeiam o PPER podem desempenhar um papel relevante ao conferirem afinidades
diferentes para os diversos activadores (Juge-Aubry et al., 1977). Por outro lado, os trés subtipos
de PPARs analisados em vérias espécies apresentam um maior nimero de diferengas no dominio
de ligagio a0 ligando do que aquelas existentes entre o receptor da hormona tiréide e o receptor
do 4cido retinbico (Motojima, 1993). Portanto, os PPARs ao revelarem especificidades
divergentes com os varios ligandos fisiolégicos, conjuntamente com a sua expressdo tecidual
diferencial, faz com que estes possam desempenhar fun¢des distintas durante o desenvolvimento
do organismo, bem como no estado adulto (Desvergne ct al., 1998). Para além disso, devido ao
facto de certos proliferadores peroxissomais serem estruturalmente semelhantes a varias
substancias endbgenas, a resposta desencadeada no receptor sera o resultado da soma dos efeitos

devidos aos compostos exdgenos e dos niveis dos metabolitos endogenos (Master e Crane, 1995).
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E ja conhecida a presenca da sequéncia PPER em certos genes, entre os quais se incluem a
das enzimas peroxissomais acil-CoA oxidase e enzima bifuncional, assim como a da CYP4AG6 e
citocromos P450 @-hidrolase microssomais (Schoonjans et al., 1996). Portanto, como o produto
daqueles genes estdo envolvidos em certos aspectos do metabolismo dos lipidos, parece que os
PPARs desempenham um papel importante na regulagio do metabolismo lipidico,
principalmente os subtipos o e B. Para além disso, é suposto o PPAR « e ¥ estarem envolvidos
no metabolismo da glucose, na resposta inflamatoria, na diferenciacio dos adipdcitos e no
mecanismo de homeostasia energética (Schoonjans et al., 1997). Assim, enquanto o PPARa
parece exercer os seus diversos efeitos especialmente através da estimulagio da oxidagdo dos

lipidos, o PPARy € o elemento chave para o armazenamento de gorduras (Schoonjans et al.,
1997). Ainda mais, os resultados obtidos através de expenéncias realizadas em ratinhos
trangénicos, aos quais foi abolida a expressdo do PPARa, levou os investigadores a admitir o
envolvimento daquele PPAR na formagio de tumores hepaticos (Lee et al., 1995).

No que se refere aos peixes, vetificou-se no salmio do Atlantico (Salwo salar) que as drogas
hipolididémicas estimulam a transcricio do mRNA do PPARy (Ruyter et al, 1997).
Recentemente, Leaver e seus colaboradores (1997), constactaram que numa solha (Plenronectes
platessa), os genes promotores da enzima glutationa S-transferase, a qual esti envolvida nos
mecanismos de desintoxicag¢do, contém uma sequéncia idéntica ao PPER dos mamiferos. Estes
mesmos investigadores (1998), ao procederam ao isolamento do gene responsivel pela
codificagao de um PPAR na solha, admitem que a proliferacio peroxissomal nos peixes possa

ocorrer através de um mecanismo semelhante ao descrito para os mamiferos.

6. OS ALQUILFENOIS

Os alquilfendis-etoxilados (AFnEQ) sao quimicos industriais resultantes da condensagio
de unidades de 6xido de etileno (n=1- 40) com um alquilfenol (AF). Estes produtos, introduzidos
no mercado nos anos 40 (White et al., 1994), constituem um dos grupos de surfactantes nio-
16nicos com mator volume de producio comercial (Routledge e Sumpter, 1997), sendo fabricadas
mais de 300 mil toneladas, anualmente, a nivel mundial. (Chemical Manufactures Association,
1994).

Na mdustria, os AFnEO sio prncipalmente utilizados no fabrico de plasticos e
elastomeros, detergentes (bem como outros produtos de limpeza industriais ou domésticos),

quimicos agricolas (pesticidas e herbicidas), téxteis e papel. Adicionalmente, podem fazer parte da
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composicdo de tintas e fixadores para o cabelo, bem como de contraceptivos (Routledge e
Sumpter, 1997). Entre os AFnEO, os nonilfenol-etoxilados (NFnEO) sfo os compostos mais
abundantes; estes correspondem a cerca de 80% da producio total de AFnEQ (White et al.
1994; Lee e Lee, 1996).

>

6.1. Os alquilfenéis como poluentes

Nas estacoes de tratamento de aguas residuais, quer sob condi¢des aérobicas ou
anaerobicas, os alquilfendis-etoxilados sdo degradados por microorganismos (Nimrod e Benson,
1996). Embora os mecanismos deste processo sejam complexos e ainda nio estejam totalmente
esclarecidos, sabe-se que a degradagio inicial dos compostos parentais (AFnEQ) consiste na
reducdo da cadeta etoxilada por hidrolise enzimatica, passo relativamente rapido, originando,
principalmente, trés grupos de metabolitos primarios: alquilfenéis (isto é AFnEO sem cadeia
etoxilada); alquilfendis-etoxilados de cadeia curta e os correspondestes éteres carboxilados (Ahel

et al., 1994a; Potter et al., 1999) (Fig. 6).

H
R—@—o — (CH,CH,0), — CH,CH,OH . g
19

n=1-40 (AFnEQ)

a) Alquilfenol polietoxilado b) 4-nonilfenol para isdémero
CH, CH /’0
O\ /R /12 OH B e
CH, 0" ¢, @’ CHy
R
R
<) Alquilfenol polietoxilado de cadeia curta (n =2) d) Alquilfenol etoxilado carboxilado (n = 1)

Fig. 6)Estrutura de compostos alquilfenélicos. O namero de unidades de éxido de etileno é indicado porn (1—
40) O radical R (CoH1y no caso do nonilfenol, por exemplo) consiste numa cadeia alquil ramificada,
geralmente, com uma conformacio terceiria. Fig.a) Adaptada de Ahel et al., 1994a; Fig.b, c e d) Adaptada
de White et al., 1994.

A medida que a cadeta etoxilada hidrofilica dos alquilfendis-etoxilados reduz o seu

tamanho, os metabolitos resultantes tornam-se ndo s6 cada vez mais lipofilicos e tdxicos, como
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também mais resistentes a btodegradacio final, donde resulta H,O e CO, (Nimrod e Benson,
1996). Estima-se que 65% dos alquilfendis-etoxilados produzidos atinge os ecossistemas
aquaticos, sob a forma de metabolitos primarios, através das descargas provenientes das estacdes
de tratamento de aguas residuais domésticas e industrais (Kvestak e Ahel, 1995). Apesar de
escassos, os estudos efectuados sobre a biodegradacio total dos alquilfendis-etoxilados e seus
metabolitos nos ambientes aquaticos, nomeadamente nos estuarios, rios e oceanos, indicam-nos
que a eliminacdo destes compostos esta dependente das condiges abidticas e bidticas do local
(Ekelund et al., 1993; Kvestak e Ahel, 1995).

Em virtude da lenta biodegradag¢io dos metabolitos resultantes dos alquilfendis-etoxilados,
sao despejados quantidades consideraveis daqueles compostos nos ecossistemas aquaticos
provenientes dos efluentes liquidos e solidos (lamas) das estagSes de tratamento de aguas
domeésticas e industriais. As concentracdes destes metabolitos (em particular do nonilfenol) estio
razoavelmente bem documentadas, principalmente nos efluentes provenientes das estacbes de
tratamento de aguas residuats, rios e estuarios da Europa e Estados Unidos (Jobling e Sumpter
1993). Assim, as concentragdes encontradas sio extremamente variaveis, estando compreendidas
entre os ng/L e as centenas de mg/L (Naylor et al., 1992). Devido as suas caracteristicas
lipofilicas, os alquifendis tendem a acumular-se nas lamas e sedimentos, enquanto que os
compostos mais hidrofilicos, tais como os alquilfendis etoxilados e os alquilfends etoxilados
carboxilados, predominam na frac¢io liquida do efluente (Sumdram e Szeto, 1981; Giger et al.,
1984; Ahel et al., 1994 a, 1994b).

Assim, preocupados com os possiveis efeitos ambientais resultantes dos alquilfendis-
etoxilados e seus derivados, os governos Suico e Alemdo optaram pela sua eliminacio nos
produtos de limpeza, entrando o seu uso, também em declinio, noutros paises europeus (Naylor,

1992).

6.2. Bioacumulagao dos alquilfenéis

Varios estudos demonstraram que a fauna e flora aquatica, nomeadamente algas,
crustaceos, moluscos e peixes, podem comportar-se como reservatorios dos alquilfendis devido
20 seu elevado grau hipofilico e de toxicidade, bem como a sua grande resisténcia a biodegradacio
final (Mcleese et al., 1981; Eklund et al., 1990; Ahel et al., 1993, 1994a; Lewis e Lech, 1996).
Varios factores de bioacumulacio foram ja determinados em certos peixes, os quais variam entre
13 e 1300 (Mcleese et al., 1981; Eklund et al., 1990; Ahel et al., 1993). Alias, no tecido adiposo de
carpas expostas a efluentes provenientes de uma ETAR industrial foram encontrados 40 pg/g de

p-tert-pentilfenol (Shiraishi et al., 1989). No mexilhdo (Mytilus edulis) (Ekelund et al., 1990) e na

31



INTRODUCAO

alga macrofita Cladgphora glomerata (Ahel et al., 1993), o factor de bicacumulagio atingiu o valor de
3400 e 10000, respectivamente. Estes valores elevados podem ser causados pela dificuldade que
algumas espécies aquaticas tém em metabolizar os alquilfendis, campo onde ainda existe uma
grande falta de conhecimentos (Thibaut et al., 1998).

No que conceme aos Salmonideos, foi detectada em truta arco-iris uma significativa
bioacumulagio de nonilfenol em diversos tecidos e drgaos, nomeadamente, no tecido adiposo,
musculo, figado e rins, com factores de bioacumulacio que variaram entre 24 a 100, nos animais
expostos a este alquilfenol a partir da agua (Lewis e Lech, 1996). Assim, tem sido sugerido que
devido ao facto de os peixes utilizarem os lipidos como principal fonte de energia, é provéavel que
os alquilfendis armazenados no tecido adiposo possam ser mobilizados e transportados pelo
sangue por todo o organismos quando as gorduras sio metabolizadas (Jobling e Sumpter, 1993).
Por outro lado, a exposicido cronica em aguas poluidas pode facilitar também 2 acumulacio dos
alquifenois nos musculos esqueléticos, dando origem a uma substancial reserva destes compostos
uma vez que os tecidos em causa representam a maioria da massa corporal (Goldham et al.,
1998). Deste modo, torna-se possivel a transmissao dos compostos atras referidos 20 longo da
cadeia alimentar, no topo da qual vamos encontrar, entre outros, o homem. Por outro lado, foi
demonstrado que neste peixe ocotreu uma significativa biotransformacio dos alquifenés,
acumulando-se os metabolitos resultantes principalmente na bilis, nos tecidos intestinais e fezes,
sendo tal facto indicativo de uma eficiente via de excrecio biliar/fecal (Thibaut et al., 1998;
Goldham et al., 1998).

Nos estudos efectuados em truta arco-iris e em salmio do Atlantico (Sabmo salar), a maioria
dos metabolitos resultantes da biotransformagio dos alquilfendis presentes na bilis foram
encontrados sob a forma de conjugados do 4cido glucordnico, parecendo ser este um dos
mecanismos de desintoxica¢do geral dos compostos fendlicos nos peixes (Arukwe et al., 2000;
Thibaut et al, 1998). Contudo, sio ainda muito escassos os estudos realizados sobre a
biodisponibilidade, metabolismo, bioacumulacio e excregio dos compostos referidos, ficando em

aberto as suas possiveis implica¢des bioldgicas.

6.3. Mecanismos de acgio fisiolégica dos disruptores endocrinos - Os alquilfenéis

Nos peixes, como em todos os vertebrados, o funcionamento e desenvolvimento do
ststema reprodutor, principalmente durante os periodos de diferenciacio e de maturacio sexual,
bem como a manifestagio de caracteristicas sexuais secundarias, estio dependentes das hormonas
esteroides sexuais enddgenas (Bohemem e Lambert, 1981; Scott, 1987; Yeoh et al.,, 1996).

Enquanto que nos machos tais fungdes sio principalmente reguladas pelos androgénios, como
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por exemplo a 1l-cetotestosterona e a testosterona, nas fémeas essas funcdes competem,
fundamentalmente, ao estrogénio 17B-estradiol (Scott, 1987).

Os estrogénios, como por exemplo o 17B-estradiol, exercem os seus miltiplos efeitos na
fisiologta celular através da sua ligagdo a uma proteina citoplasmatica, o receptor estrogénico (RE)
(Ntmrod e Benson, 1996; Zacharewski, 1997). Em seguida, no nucleo, o complexo hormona-
receptor liga-se ao elemento de resposta estrogénico (ERE) do DNA, estimulando as actividades
da DNA e RNA polimerase, responsaveis, respectivamente, pela indu¢do da proliferacio celular e
da sintese de RNAm de diversas proteinas, entre elas do proprio RE (Beato, 1991; Pakdel et al.,
1991; Nimrob e Benson, 1996). Em certas espécies de teleGsteos, nomeadamente em
Salmonideos, o receptor estrogénico foi ja identificado e caracterizado nos testiculos, cérebro e
no figado, encontrando-se em maior concentragio neste Gltimo orgio (Pakdel et al., 1990; Smith
e Thomas, 1990; Campbell et al., 1994).

Nos peixes teledsteos oviparos, o 17B-estradiol actua sobre o figado estimulando a sintese
€ secrecao, entre outras, da vitelogenina, uma glicolipofosfoproteina, e das proteinas da zona
radtata dos ovocitos, através do processo mediado pelo RE, ji anteriormente referido (Mommsen
e Walsh, 1988; Hyllner et al., 1991; Arukwe et al., 19972). Verificou-se também na truta arco-iris
que 2 indugdo da sintese de vitelogenina é quantitativamente dependente dos niveis do receptor
estrogénico nos hepatocitos (Flouiriout et al, 1997). Consequentemente, a sua expressio é
essencial para a resposta estrogénica celular (Yadetie et al., 1999). Alids, e contrariamente ao que
acontece nos mamiferos (Borras et al., 1994), nos hepatdcitos dos teledsteos, quando expostos a
estrogénios, ocorre 2 sintese adicional do receptor estrogénico (Lazier e MacKay, 1993; Nimrod e
Benson, 1997).

Um dos temas ecologicos mais controversos e que nos ultimos anos tem recebido especial
atengao por parte da comunidade cientifica, comunicagio social e dos governos diz respeito aos
potenciais efeitos adversos infligidos aos seres vivos devido a4 exposi¢do ambiental aos
disruptores endocrinos, mais particularmente aos pseudo-estrogénios, os quais englobam certos
compostos resultantes da degradagio dos alquilfendis etoxilados, nomeadamente os alquilfendis.
Entre estes riscos potenciats incluem-se o declinio na produgio de espermatozoides humanos ao
longo dos dltimos 50 anos, o aumento de casos de cancro da mama e o maior indice de
hermafroditismo nos peixes (Sharpe e Skakkebaek, 1993; Wolff et al., 1993).

O termo disruptor enddcrino (ou hormonal) refere-se, geralmente, a qualquer substincia
que interfere com o normal funcionamento do sistema enddcrino, incluindo compostos com

propriedades estrogénicas e anti-estrogénicas (imitando ou bloqueando a acgio do 17B-estradiol),
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bem como androgénicas e anti-androgénicas (imitando ou bloqueando a accio das hormonas
sexuais masculinas, os androgénios) (Gimeno, 1997).

Apesar de se conhecerem diversos mecanismos de acgdo, a maioria dos distuptores
endocrinos identificados sao conhecidos por interferirem com a hormona sexual mais abundante
nas fémeas da generalidade dos vertebrados, o 17B-estradiol. Sio frequentemente denominados
por xeno-estrogénios, pseudo-estrogénios ou ainda estrogénios ambientais aqueles quimicos que
competem ou simulam a ac¢do do 17B-estradiol (Nimrod e Benson, 1996).

Os ambientes aquaticos, principalmente os tios e os estuirios, comportam-se como
reservatorios de enormes quantidades de efluentes provenientes directamente da rede de esgotos,
bem como daqueles oriundos das ETARs (Estaces de Tratamento de Aguas Residuais)
domesticas e industriais contendo, em enormes quantidades, uma complexa mistura de
substancias estrogénicas naturais e sintéticas. Assitn, estes ecossistemas representam um meio
ideal para o estudo dos efeitos causados pelos pseudo-estrogénios na fauna e flora ai existentes.
Alids, os peixes, constituem um dos grupos mais intensamente estudados, nomeadamente no que
se refere as consequéncias daqueles quimicos no desenvolvimento e funcionamento do sistema
reprodutor.

Os distuptores endocrinos nio danificam o material genético mas, particularmente os
pseudo-estrogénios, afectam a expressio de genes especificos através da interaccio com o
respectivo receptor hormonal (Mueller e Kim, 1978). Tal situacio pode ocorrer através de dois
mecanismos: ligacio ao receptor, o que leva a sua activagio (efeito agonista); ocupacio do local
de ligagdo 2 hormona, bloqueando, deste modo, as suas accbes (efeito antagonista) (Nimrod e
Benson, 1996). Experiéncias realizadas em culturas de hepatécitos de truta arco-iris, permitiram
concluir que os principais produtos resultantes da degradagio dos alquilfenéis-etoxilados,
nomeadamente o octilfenol, nonilfenol e o nonilfenol carboxilado possuindo apenas uma unidade
de oxido de etileno, comportam-se como agonistas uma vez que competem com o 17B-estradiol
(ligando natural) pela ligacdo e activagio do receptor estrogénico, sendo assim capazes de imitar
os efeitos desta hormona, como seja a indugio da produgdo de vitelogenina (White et al., 1994).

Contudo, ndo sdo ainda conhecidos todos os mecanismos de acgio dos pseudo-estrogénios
ao nivel do genoma (Yadetie et al., 1999). Assim, admite-se que aqueles possam também exercer
os seus efeitos por meio de uma complexa via de sinalizacio e modos de accio, os quais sio
independentes da ligagdo ao receptor da hormona esterdide (Steinmetz et al., 1996; Shen e
Novak, 1997; Gillesby et al., 1998). A titulo de exemplo, certos pseudo-estrogénios exercem a sua
acgdo através da ligacdo a outros receptores nucleares que, posteriormente, interagem com o

elemento sensivel ao estrogénio alterando, quer a sua sintese, quer a sua eliminacio e,
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consequentemente, o seu modo de ac¢do. No entanto, apesar dos possiveis mecanismos de
acgio, os efeitos mais estudados sio os resultantes da directa interacgdo com o receptor
estrogénico (Gillesby et al., 1998).

Assim, ndo sera de admirar que um desequilibrio endécrino, devido a presenca de pseudo-
estrogénios ou a um excesso de estrogénios enddgenos e/ou a deficiéncia de androgénios, possa
afectar particularmente o sistema reprodutor masculino. Sabe-se, ji ha varias décadas, que os
estrogénios sdo capazes de induzir o aparecimento de caracteristicas morfolégicas femininas em
peixes machos tratados com aquelas hormonas durante o periodo inicial da diferenciacao sexual
(Yamamoto, 1969). Além disso, quando nos peixes machos os estrogénios ou pseudo-
estrogénios, como os alquilfendis, se encontram presentes em niveis anormalmente elevados,
intbem a espermatogénese e provocam atrofia testicular (Jobling et al, 1996), levam ao
desenvolvimento de gonadas intersexuais (Gimeno et al., 1996; Gray e Metcalfe, 1997), chegando
mesmo a verificar-se uma reversio de sexo (ou completa feminizacio) (Gimeno et al., 1996,
1998). Estes compostos induzem ainda a producio de elevados niveis de vitelogenina (Jobling et
al., 1996; Christensen et al., 1999), bem como das proteinas da zona radiata do ovécito (Arukwe
et al,, 1997a), conduzem a redugio da taxa de eclosdo dos ovos (Gray et al,, 1999) e provocam
alteracSes do comportamento sexual (Bayley et al., 1999).

As consequéncias mencionadas podem ter graves implicagdes na dinimica e sobrevivéncia
das espécies afectadas. Contudo, e torando esta area de investigacio ainda mais polémica, alguns
estudos foram incapazes de demonstrar as consequéncias nocivas dos alquilfendis sobre os
peixes. Tal é o caso do trabalho realizado em medaca japonesa (Orygias latipes) exposta a
concentragdes relattvamente baixas de nonilfenol a partir de um més de idade até 4 fase adulta

(Nimrob e Benson, 1998).

6.4. Métodos de detecgao da actividade estrogénica

Para além dos produtos ja referidos, resultantes da degradagdo dos alquilfendis-etoxilados,
particularmente os alquilfendis, torna-se cada vez mais evidente que muitos quimicos, quer naturais,
quer sintéticos exibem actividade estrogénica (McLachlan, 1995). Entre estes incluem-se os
fitoestrogénios (Pelissero et al., 1993), a hormona sintética etinilestradiol, virios pesticidas e
herbicidas (por exemplo o DDT e seus metabolitos), alguns hidrocarbonetos aromiticos

policiclicos, certos ftalatos e diversos PCBs (Fig. 7) (White et al., 1994; Nimrod e Benson, 1996).
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Fig. 7) Estrutura quimica de alguns estrogénios ambientais. (Adaptado de Nimrod e Benson, 1996.)

Contudo, nio é possivel prever a capacidade estrogénica de um composto tendo por base
apenas o conhecimento da sua estrutura quimica uma vez que esta, na maioria das substancias €
n3o sé consideravelmente diferente da estrutura do estrogénio natural, sendo também muito
diversa a conformacio quimica entre eles, o mesmo acontecendo com os proliferadores
peroxissomais (White te al., 1994). Por esta razdo, a capacidade de um quimico em se comportar
como um estrogénio é usualmente descoberta por mero acaso. Alids, a actividade estrogénica dos
alquilfenéis foi também descoberta acidentalmente, mediante a realizagio de estudos com
culturas de células da glindula mamaria, mantidas em placas de petri produzidas com poliestireno
e que libertavam p-nonilfenol, o qual afectava estas células muito sensiveis a estrogénios (Soto et
al., 1991).

E ja conhecido o facto de certos factores, tais como a espécie, o 6rgio, o estidio de
desenvolvimento, as diferencgas intraindividuats, o tempo e a dose de exposigao a0s compostos
estrogénicos, poderem influenciar o comportamento destes quimicos e, consequentemente, O
tipo e gravidade dos problemas de saude a que os individuos se encontram sujeitos (Bem, 1992;
Guillette, 1995; Steinmetz et al., 1996; Shen e Novak, 1997; Gimeno et al., 1998; Liber et al.,
1999; Spearow et al., 1999).
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Foi realizado um esforco global pela comunidade cientifica de modo a desenvolver testes
especificos que permitaram identificar e avaliar a actividade estrogénica de um composto,
comparativamente a0 17B-estradiol. Actualmente, baseados na relacio rapidez-eficiéncia-custo,
Os testes /n wiro mais utilizados sio (Harries et al,, 1997): medigio do efeito proliferativo em
culturas celulares da glandula mamaria (geralmente MCF7) (White et al,, 1994); producio de
vitelogenina em culturas celulares de hepatdcitos de truta arco-iris macho (Jobling e Sumpter,
1993; White et al., 1994); uso de culturas celulares de estirpes recombinantes de leveduras
(Shaccharomyces cerevisag) possuindo o gene humano do receptor do estrogénio (Routledge e
Sumpter, 1996, 1997).

Mediante a utlizagdo do ultimo tipo de teste referido, Routledge e Sumpter (1997),
constataram que a capacidade estrogénica dos alquilfendis é altamente dependente da sua
estrutura quimica individual, como sejam o tamanho e grau de ramificagio do grupo alquil, bem
como a posicdo relativa do grupo hidroxil no anel fenélico. Contudo, foi demonstrado que os
alquilfendis (como a maioria dos pseudo-estrogénios) possuem fraca actividade estrogénica um
vez que desencadeiam uma resposta similar ao 17B-estradiol quando presentes em concentracdes
1.000 a 1.500.000 vezes superiores. Assim, comparativamente a0 17B-estradiol, o efeito daqueles
quimicos €, geralmente, de muito menor magnitude (Nimrod e Benson, 1996). Factores tais
como a capacidade de ligacio do xeno-estrogénio a proteina transportadora plasmatica e ao
receptor estrogénico (Vom Saal et al., 1992), a mistura com outras substincias do mesmo tipo
(Amold et al., 1996c) e as suas transformagdes metabdlicas, poderio influenciar a concentracio a
que estes compostos desencadetam os seus efeito adversos no organismo.

No entanto, a detec¢do da actividade estrogénica de uma substincia i witro apenas nos
indica que esta ¢ um potencial xeno-estrogénio (Ashby et al., 1997). Toma-=se deste modo
necessaria a indugio de efeitos ao nivel do organismo, incluindo o seu sistema reprodutor, para
que o composto sefa classificado como um xeno-estrogénio. Com este objectivo, um dos teste iz
#ivo empregues nos peixes baseia-se nas respostas bioquimicas dos individuos quando expostos ao
suspeito xeno-estrogénio no plasma (Gimeno, 1997).

Uma das respostas mais utilizadas como biomardador da actividade estrogénica consiste na
produgao de vitelogenina em peixes imaturos e machos dos teloésteos oviparos, tio diversos
como a carpa (Cyprinus carpio), a truta arco-iris, o peixe-rocha (Rutilus rutilus) e a solha (Platichthys
Slesus) (Gimeno et al., 1996; Jobling e Sumpter, 1996; Routledge et al., 1998; Christensen et al.,
1999). Alids, este biomarcador permitiu demonstrar que os efluentes provenientes das estacdes de

tratamento de aguas residuats possuiam compostos estrogénicos (Purdom et al., 1994) e que os
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seus efeitos poderam persistir nos rios a uma distancia de varios quilémetros (1,5 km a 15 km) a

jusante do seu ponto de entrada naquele ecossistema (Harries et al., 1996, 1997).
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1. MANUTENCAO DOS ANIMAIS DURANTE AS EXPERIENCIAS

Neste trabalho utilizaram-se exemplares imaturos de truta fario (Salwo frutta fario Linnaeus,
1758) com cerca de 1 ano de idade, provenientes do posto Aquicola do Tomo (Amarante), da
Divisao de Caca e Pesca nas ;”\guas Interiores, da Direccio Regional de Agricultura de entre o
Douro e Minho (DRAEDM).

Antes do inicio das experiéncias, os peixes foram sujeito a um periodo de aclimatagdo de 7
dias. Nos 30 dias seguintes, os mesmos foram expostos aos diferentes compostos, em tanques
contendo agua descolorada, em circuito fechado e com um pH entre 6-7. Por sua vez, os tanques
eram constantemente arcjados por meio de bombas ligadas a difusores. No infcio das
experiéneias, cada tanque continha apenas 7 trutas. Este nliimero foi estabelecido de modo a
reduzir a0 minimo a competi¢io pela comida e espago, bem como a possivel agresstvidade entre
clas.

Os peixes foram alimentados duas vezes por dia com ragdo comercial (adquirida a Alpis-A.
Coelho e Castro L.da., Pévoa do Varzim). A comida era espalhada sobre a superficie dos tanques
e os peixes alimentavam-se até estarem sactados.

Em qualquer das experiéncias toxicologicas utilizaram-se compostos que, devido a sua
natureza hidrofobica, foram previamente dissolvidos em etanol salino a 50%, sendo estas
solucdes preparadas no proprio dia da sua utilizagio. Nos tanques de controlo foi adicionado a
dgua apenas etanol salino. A solugio de etanol salino a 50% fot obtida adicionando, em partes
iguais, uma solucdo de NaCl (0,9%) e etanol absoluto.

Os quimicos cram administrados cada 48 horas, concomitantemente a prévia mudanga do
volume total da agua. Durante esta operagio, os tanques eram cuidadosamente lavados com agua
descolorada (mantendo o sistema em circuito aberto durante o processo) e limpos dos restos de
comida e outros detritos. Antes de serem sacrificadas, as trutas foram sujeitas a um periodo de

jejum de 24 horas.

2. QUIMICOS

Os alquilfendis utilizados neste trabalho, nomeadamente o 4-tert-butilfenol (com pureza de

99%) e o 4-nonilfenol (contento 90% de isémeros para deste alquilfenol, com 3,4% de
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dinonilfenol e 0,2% de fenol livre), bem como a hormona sexual feminina, o 17f-estradiol (com
pureza de 98%), foram fornecidos pela Sigma-Chemical Co. (Poole, Dorset, U.K.). Os
cofactores, os substratos necessarios aos ensaios enzimaticos e a albumina bovina (BSA) foram
também adquiridos a citada empresa. Todos os outros quimicos utilizados neste trabalho foram

fornecidos pela empresa Merck (Darmstadt, Alemanha).

3. EXPOSICAO AO 17B-ESTRADIOL E ALQUILFENOIS

3.1. Exposigio de trutas imaturas a 1 pg/L de 17f-estradiol

Os juvenis de truta fario foram mantidos, durante 30 dias, em quatro tanques de fibra de
vidro (7 animais por tanque), a uma temperatura de 17°C, tendo cada um deles uma capacidade
de 233 L.

Em dois tanques foi distribuido, manualmente, sobre a sua superficte, uma solucio de
17B-estradiol de modo 2 ser obtida uma concentragio nominal de 1 pg/L. Esta solucio foi
preparada a partir de uma solugdo mie de 17B-estradiol 2 1,75% em etanol absoluto, da qual se
retirou 26,6 Ul que foram dissolvidos em 10 ml de etanol salino a 50%, tendo sido adicionados 5
ml em cada um dos tanques.

Os animais dos dois tanques restantes funcionaram como grupo controlo, tendo sido

adicionado 4 4gua 5 ml de etanol salino a 50% (concentragio final de etanol na 4gua 0,001%).

3.2. Exposigdo de trutas imaturas a 50 pg/L e 100 pg/L de 17P-estradiol e a alquilfendis

Os exemplares imaturos de truta firio foram sujeitos, durante 30 dias, aos seguintes
compostos: 17B-estradiol (nas concentragdes de 50 ug/L e 100 pg/L), 4-tert-butilfenol (BF) (750
pg/L), 4-nonilphenol (NF) (750 ug/L), e mistura de 4-nonilfenol com o 4-tert-butilfenol (375
Hg/L de cada). Nestas experiéncias, 0s tanques empregues tinham uma capacidade para 319 L,
sendo feitos de tijolo com revestimento interno a azulejo. Para além do mais, a temperatura
média da 4gua durante a experiéncia foi de 13° C. As concentragdes nominais indicadas foram

obtidas, adicionando aos tanques as solugdes preparadas de acordo com a tabela 1.
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Tabela 1 - ConcentracSes nominais dos quimicos utilizados neste trabalho experimental.

Solugio Volume da
Concentragdes 4-tert- Etanolsalinoa  Nimero de
mie de 17p- 4-nonilfenol solugio final
nominais butilfenol 50% tanques
estradiol (por tanque)
17P-estradiol
11925 - e 30 ml 2 15 ml
50 pg/L
17P-estradiol
Mo 00— e 30 ml 2 15 ml
100 pg/L
4-tert-butlfenol
----- 478,1 mg e 30 ml 2 15 ml
750 pg/L
4-nonilfenol
---------- 510,3 ul 30 ml 2 15 ml
750 pg/L
4-tert-butilfenocl +
----- 239,1 mg 2551 30 ml 2 15 ml
4-nonilfenol
Controle - e 30 ml 2 15 ml

4. PROCESSAMENTO DO FiIGADO

4.1. Colheita e perfusio

Findo o periodo de exposicio, todos os peixes sobreviventes foram anestesiados por
imersio numa solugdo aquosa de etilenoglicolmonofeniléter (0,5ml/litro), tendo sido entdo
pesados e medidos, dados posteriormente utilizados na determinacio do factor de condicio

(F.C.) dos animais, ou seja:

F.C. = (Peso do corpo (g) x 100) + comprimento’ (cm)

Em seguida, efectuou-se a recolha de sangue, a qual teve como objectivo o doseamento da
vitelogenina e do 17B-estradiol no plasma (ver detalhes no ponto 7). Terminada esta tarefa,
procedeu-se a abertura da cavidade abdominal para a extraccio do figado e das gbnadas. Estas
ultimas foram pesadas com vista 4 determinacdo do indice gbnado-somatico (I.G.S.). Este fot

calculado segundo a expressao:

L.G.S. = (peso das gonadas x 100) + peso do corpo
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Durante o processamento acima descrito, as branquias foram sendo banhadas com a
solugdo anestésica. Imediatamente apos a extrac¢do do figado, foi insenida uma canula flexivel
24G (Abbocath-T) sem agulha pertencente a um sistema de injecgdo endovenosa na veia supra-
hepatica e, com o auxilio de uma bomba peristaltica (Minipuls 3-Gilson), perfundiu-se este orgio
com uma solugdo 1sosmotica para salmonideos (Rocha et al., 1994) (Tabela 2), contento 0,1% de
heparina, a temperatura de 4°C, até o figado ficar exangue. O fluxo foi controlado de modo a nio

ultrapassar os 5,2 ml/minuto/Kg de peso (Hampton et al., 1985).

Tabela 2 — Composicio da solugio isosmética

para salmonideos (pH 7,4)

%

Composigao
(mg/100 ml)

NaCl 0,7363
KCl 0,0359
CaClL 0,0166
MgCl, 0,1480
NaHCOs; 0,0302
NaHPO.H,O 0,0455
NaHPO..2H,O 0,1584

Finalizada a perfusdo, pesou-se o figado para posterior determinacio do indice hepato-

somatico (I.LH.S.), calculado mediante a expressao:

L.H.S. = ( peso do figado x 100) + peso do corpo

De seguida, o 6rgio foi cortado em fatias de 4 mm de espessura, aproximadamente. Estas
foram sujeitas a sucessivas cascatas de amostragens sistematicas. Parte das pegas amostradas foi
destinada a realizacio de analises bioquimicas e parte foi processada para microscopia electronica

de transmissdo.
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5. ESTUDO ULTRA-ESTRUTURAL
5.1 Localizagido citoquimica da catalase

As fattas de figado destinadas 2o estudo ultra-estrutural foram, o mais rapidamente
possivel, finda a amostragem, colocadas em glutaraldeido 2 2,5% em tampdo fosfato 0,1M
(PH 7,4). Estas pecas foram re-seccionadas, também segundo uma amostragem sistematica, até 2

obtencio de fragmentos com tamanho adequado a execugio deste tipo de estudo citoquimico

(< 0,5 mm?). Por isso, a Gltima etapa de corte foi executada sob um lupa binocular. Os
fragmentos foram fixados durante 2 horas e a 4°C, com o fixador atris referido. Terminada a
fixagdo e continuando a fazer uso do mesmo tampio, procedeu-se a lavagem dos fragmentos,
durante cerca de 2 horas e a 4°C, efectuando-se mudancas do tampéo de hora a hora.

Posteriormente, o material biolégico foi lavado em tampido Tris-HCl 0,1 M (pH 8,5),
durante 30 minutos e a 4°C. Realizou-se, em seguida, uma incubagio no escuro a 35°C, durante 2
horas, em meio preparado segundo as indicagbes de Veenhuis e Wendelaar Bonga (1979),
contento 0,12% de H,0, ¢ 2 mg/ml de DAB em tamp3o Tris-HCl 0,1 M (pH 8,5). O pH do
meio de incubagio foi corrigido com NaOH para 8,5, antes de ser utilizado. Apés a incubagio, os
fragmentos foram de novo lavados em tampdo Trs-HCl 0,1 M (pH 8,5) a 4°C, durante 30
minutos. Subsequentemente, e também a 4°C, realizou-se mais uma lavagem com tampio fosfato
0,1 M (pH 7,4), durante 30 minutos. Nos controlos, a incubagio foi realizada em meio completo
a0 qual se adicionou 0,05 M de aminotriazol de modo a inibir a actividade da catalase.

Os fragmentos foram pos-fixados numa mistura de tetréxido de 6smio a 1% e de
ferrocianeto de potassio a 1,5% em tampido fosfato 0,1 M (pH 7,4), durante 2 horas e 2
temperatura ambiente. Seguiu-se um processo de desidratacio efectuado através de uma série
ascendente de alcool, com passagens de 30 minutos por solugdes de etanol a 50%, 70%, 90% e
95%, seguidas de duas passagens, também de 30 minutos cada, em etanol absoluto. De seguida,
efectuou-se uma passagem de 15 minutos em 6xido de propileno. Todos estes passos foram
sempre realizados a temperatura ambiente. Os fragmentos foram impregnados com uma mistura
de 6xido de propileno com resina tipo Epon nas proporgdes de 3:1, 1:1 e 1:3 e, finalmente,
apenas na resina, 1 hora em cada e sempre a temperatura ambiente. A inclusio das pecas, sem
uma orientagio particular no espago, foi efectuada em moldes de botracha que, depois de terem
sido cheios com a referida resina, foram colocados na estufa a 60°C, durante 2 dias, para
polimenizacio desta resina.

Os cortes semifinos de 2 um de espessura obtiveram-se com facas de vidro num

ultramicrétomo LKB, para observagio ao microscopio éptico (Nikon). A realizacio destes cortes
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teve apenas como objectivo avaliar o estado geral de conservacio do tecido. Os cortes ultrafinos
foram obtidos com uma faca de diamante, no ultramicrétomo ja refenido, e recolhidos em grelhas
de cobre com 300 “mesh”, tendo sempre sido observadas sem contrasta¢io. A observacio fot

feita num microscopio electronico de transmissao JEOL 100CXIIL, a 60 KV.

5.2. Metodologia Estereélogica

Elaborou-se um procedimento algo complexo com vista a determinacio dos parametros

relativos e absolutos dos peroxissomas hepaticos. Para isso, utilizaram-se 15 animais divididos em
grupos de 5, provenientes dos seguintes grupos de tratamento: controlo, 17B-estradiol na

concentragio de 1 pg/l e de 100 pg/l. Por cada animal, foram observados ao microscépio
electrénico de transmissao cinco blocos de tecido, os quais foram obtidos segundo a metodologia
descrita no ponto 5.1. Assim, por cada bloco a analisar, foi realizada uma grelha a qual se tiraram
8 fotografias, segundo um procedimento sistematico, com vista a cobertura das zonas do corte
com hepatécitos e exclusdo das dreas constituidas, fundamentalmente, por sinuséides e/ou
ductos biliares. Assim, por animal, foram fotogratados um total de 40 campos com uma
ampliagdo primaria de 5.300 x; um total de 600 EM campos foram analisados neste estudo. As
microfotografias obtidas em pelicula Kodak Electron foram reveladas e impressas em papel
Iliford (ampliagio final de 11.000x) com vista a realizacdo da analise quantitativa. Assim, foi
sobreposta em cada imagem uma grelha estereologica (reproduzida em acetato) adaptada aos
parametros a calcular.

Os primeiros parimetros estereologicos a serem estimados foram as densidades
volumétrica, de superficie e a numérica dos peroxissomas, considerando o hepatécito como o
espaco de referéncia, isto €, as razdes entre o volume total, a superficie e o nimero de
peroxissomas e o volume do hepatdcito. Estes quocientes siao designados, respectivamente por
Vy, Sy e Ny (peroxissoma, hepatocito).

As densidades volumétricas foram calculadas através da utilizacao de uma técnica

estereolégica manual classica, baseada na contagem de pontos e na seguinte formulacio (Weibel,

1979) :

Vy (estrutura, espago de referéncta) = [ZP(s) x 100] + [£ X ZP(1)]

em que TP() é o numero total de pontos que atingem a estrutura em todos os campos

amostrados; TP(r) é o niimero total de pontos da grelha que caem sobre o espago de referéncia
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(hepatocitos) naqueles campos; £ € a razio entre o numero de pontos da grelha que atingiram a
estrutura de interesse e o espaco de referéncia. Assim, foi utilizada uma grelha tipo “multiuso”
possuindo 2 conjuntos de pontos, na qual £ = 16 para a Vv dos peroxissomas.

A densidade de superficie foi estimada recorrendo também a uma técnica estereologica

manual classica, baseada na contagem de pontos e de interseccoes ( Baddeley et al., 1986):

S, (estrutura, espago de referéncia) =2 x (p + 1) x [ZI() + ZP (1) ]

em que (p + ) representa o quociente entre o numero total de pontos teste e 0 comprimento total
das linhas teste para uma grelha particular; ZI(S) é o nimero total de intersec¢des dos perfis das
particulas (1sto ¢, dos peroxissomas) com os segmentos de recta teste da grelha, em todos os
campos amostrados; ZP (f) ¢ o nimero total de pontos que ficam sobre o espago de referéncia
(ou seja, o hepatocito) naqueles mesmos campos. A mesma formula foi usada na estimagio
directa da razdo superficie/volume (com notagio S/V) dos peroxissomas. Contudo, agora ZP(r)
refere-se a0 niimero total de pontos que caem sobre os proprios peroxissomas.

A densidade numérnica dos peroxissomas foi calculada através da andlise dos mesmos
campos amostrados usados na contagem de pontos e interseccdes aplicando a técnica de Weibel

e Gomez (Weibel, 1979):

Ny (estrutura, espago de referéncia) = (N> + Vi /%) x (K + B)

onde N, representa o nimero de particulas (peroxissomas) por unidade de area do espaco de
referéncia (hepatdcito) contadas com uma grelha morfométrica rectangular (impressa em
acetato), portadora de linhas proibidas para evitar o enviesamento devido ao “efeito de fronteira”
(Gundersen, 1977); Vy € a densidade volumeétrica dos peroxissomas dentro do hepatdcito; p é
uma constante (coeficiente da forma) que depende da forma das particulas, sendo, por exemplo,
igual a 1,382 para as particulas esféricas; K é também uma constante dependente da distribuigio
das dimensdes dos objectos. Para a maitor parte das situacdes praticas, a constante K pode ser
abolida ou substituida por um nimero arbitrario compreendido entre 1,02 e 1,1 (Weibel, 1979).
Neste trabalho, o valor de K adoptado fot de 1,1, segundo o previamente determinado por Rocha
et al. (1999).

Na computagio do volume (V) e superficie (5,) médio do peroxissoma numa

distribuicdo ponderada pelo nimero (Gundersen, 1986), alguns parametros relativos foram

combinados do seguinte modo:
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vy (peroxissoma) = Vy(peroxissoma, hepatocito) + Ny (peroxissoma, hepatdcito)

5, (peroxissoma) = Sy (peroxissoma, hepatocito) + Ny (peroxissoma, hepatdcito)

O valor do diametro esférico equivalente (Esphm) peroxissomal foi computado segundo a
formulacio:

dSphere = VN X6+
onde T € uma constante igual a 3,14 e V,, € o volume médio do peroxissoma, segundo

formulagdo anteriormente citada.

6. ESTUDO BIOQUIMICO

6.1. Preparagao das amostras

As porgdes de figado destinadas as andlises bioquimicas foram pesadas e colocadas em
meio de homogeneizagio (aproximadamente 4 ml por cada grama de figado) (Tabela 3), a 4°C,
tendo sido fragmentadas com a ajuda de uma pinga e bisturi, antes de serem processadas a 1000

rpm num homogeneizador Potter—Elvehjem (mantido no gelo).

Tabela 3 — Meio de homogeneizacio do figado.

Quimicos Quantidade Concentragio

Para 500 ml de solucao

MOPS pH74 50 ml 5mM
EDTA 0,185 ¢ 1 mM
PMSF (solugdo saturada em etanol) 500 pl 1 mM PMSF
Sacarose 4275¢ 250 oM
Trton X 100 25 ml 0,5%

Nota: O PMSF foi adicionado no momento da utilizagdo da solugio de homogeizagio para
se evitar a sua degradagdo em meio aquoso. Procedeu-se de igual para a sacarose de modo a

evitar a contaminag¢io por fungos.

Os homogeneizados foram filtrados por uma rede de “nylon” com malha de 204 pm e o
seu volume final foi medido antes de se proceder a uma centrifugacio a 5000 g, durante 10

minutos, a 4°C, numa centrifuga (2K15-Sigma) com rotor de angulo fixo. Cada sobrenadante foi
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cuidadosamente retirado com a ajuda de uma pipeta Pasteur e distribuido por 6 tubos
“eppendorff”’, contendo cada um deles cerca de 300 ul. Finalmente, os tubos “eppendorff”

foram colocados numa arca congeladora a —80°C onde ficaram armazenados até posterior

determinac¢io da concentracdo proteica e das actividades enzimaticas.

6.2. Determinagio da concentragio proteica

Este procedimento foi realizado segundo Lowry et al (1951). Efectuou-se primariamente
uma recta de calibracio, utilizando 6 padrdes de BSA como indicado na Tabela 4. Para tal, foi
preparada uma solugdo de BSA a 1 mg/ml, tendo-se ajustado a concentracio desta, de modo a

que a sua absorvancia a 280 nm fosse de 0,58.

Tabela 4 — Obtencio da recta de calibracio.

Tubos 0 1 2 3 4 5 6

Padrio de BSA (1 mg/ml) 0 10 i 20 ul 30 pl 40 pl 50 ul 60 ul
H,0 destilada 200 190m 180wl 170l 160l 150 pl 140l
Solucio C (ver tabela 5) 1,00 100 100p 100w 1,00 1,00p 1,00l

Reagente de Folin-Ciocalteu

50 50 50 50 50 501 50
20N H ul pl Hl Wl H ul

Tabela 5 — Composicio da solugio C.

Solugio
Composigio Quantidade Concentragiao
(volume)
A Na,COs3 2g 29%,
(100 ml) NaOH 04g 01N
Bl
CuSO. H;O 05¢g 1%
(50 ml)
B2
CHKNaOgs.4HO lg 2%
(50 ml)
100 partes de A
C 1 parte de Bl

1 parte de B2
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Antes de se proceder a determinagio das proteinas nas amostras, estas foram diluidas 6
vezes em tampao fosfato (pH 7,4), de modo a que a concentragio das proteinas nio ultrapassa-se

o valor mais elevado da recta de calibracdo (Tabela 6) .

Tabela 6 —Medicdo de proteinas das amostras.

Tubos Branco Amostra
Amostra diluida 6 x 0 20 ul
HO 200 pl 180 pl
Solucdo C 1,00 ml 1,00 ml
Reagente de Folin- Ciocalteu 50 pl 50 pl
2ON)

Os tubos foram agitados no “vortex” e conservados no escuro, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. No final deste periodo, procedeu-se a lettura, em duplicado, da sua
absorvancta a 750 nm num espectrofotometro UV/VIS GBC-918. Os resultados foram

expressos em mg ml™.

6.3. Medicoes das actividades enzimaticas

As actividades enzimaticas foram determinadas nos homogeneizados de figado. As letturas
foram levadas a cabo num espectrofotémetro (UV/VIS GBC-918) equipado com banho-maria,
para estabilizagdo da temperatura durante a reac¢do. Todos os ensaios foram efectuados em
condictes de linearidade no tempo e de proporcionalidade entre as actividades enzimaticas e a
quantidade de proteina presente nas amostras diluidas. Para cada amostra, foram efectuadas pelo

menos 2 réplicas.

6.3.1. Catalase

A avaliagdo da actividade enzimatica da catalase baseou-se na metodologia descrita por
Aebi (1984). O meio de incubagio foi preparado adicionando 0,13 ml de H,O, a 30% em 100 ml
de tampio fosfato de sbdio e potassio 50 mM (pH 7,0), de modo a obter uma concentragio de
H,O, de aproximadamente 10 mM. A densidade optica (D.O.) a 240 nm fo1 acertada para valores
compreendidos entre 0,520 e 0,550.

Antes da leitura, as amostras foram previamente diluidas 33,33 vezes (30 ml de amostra +

970 ml de tampido fosfato) e 66,66 vezes (30 ml de amostra + 1970 ml de tampao fosfato).

Adicionaram-se 2950 pl de meto de incubagido a 50 pl de amostra diluida e efectuou-se a leitura
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das amostras em cuvetes de quartzo, tendo-se registado a diminui¢io da D.O. a 240 nm durante

os primeiros 30 segundos, a 20°C. A actividade da catalase foi calculada pela formula:

In(c,/c,)
k= At

x diluicio
em que k corresponde 4 constante de velocidade da reacgdo de primeira ordem (s 7); At = 30s;

¢, e ¢, correspondem 3s D.O.em t = 0 e t = 30 segundos, respectivamente. A actividade desta

enzima foi expressa por grama de figado ou por miligrama de proteina.

6.3.2. Oxidases
A medicdo das actividades das oxidades peroxissomais baseou-se na produgao de H,0, e
seguiu 2 metodologia de Cablé (1993). Para o efeito foi preparado um meio cuja composicio se

indica na Tabela 7.
Tabela 7 — Composicio do meio sem substrato para a determinacio da actividade das

oxidases peroxissomais.

Quimicos Quantidade Concentragao final
Tampio fosfato de sodio (pH 8,0) 100 ml 50 mM
4-amino-antipirina 2mg 0,082 mM
Fencl 10 mg 1,06 mM
Peroxidase 1mg 2U/ml
Azida 65 mg 10 mM
BSA 60 mg 0,06%

Nota: foi adicionada azida de modo a inibir a ac¢do da catalase (Leupold et al., 1985).

Para os ensaios das oxidases dos D-aminoécidos, acido drico e palmitoil CoA foram
adicionados a0 meio referido na Tabela 7 flavina adenina dinucleotideo na concentragiao de
10uM (0,8 mg/100 ml). Por sua vez, para a determinagio da actividade da glicolato oxidase, fot
adicionado flavina mononucleotideo na concentragio de 10 uM (0,5 mg/100 ml). Os substratos
apropriados foram adicionados nas seguintes concentragdes: D-alanina 20 mM (36 mg/20 ml);
4cido trico 1 mM (3,4 mg/20 ml); sal de litio de palmitoil-CoA 0,1 mM (2 mg/20 ml); glicolato
de sodio 20 mM (32 mg/20 ml).

Para a medicio da actividade das oxidases, as amostras foram diluidas em tampdo fosfato
de potassio e sédio 50 mM (pH 8,0) como indicado na Tabela 8. Em seguida, 2 25 pl de amostra
diluida adicionaram-se 650 pl de meio de incubagio previamente aquecido a 37° C. Efectuou-se a

leitura em microcuvetes de vidro, registando-se a variagio da absorvancia a 500 nm, durante 10

minutos, a 37°C. Contrariamente as restantes enzimas, para a urato oxidase foi necessario subtrair
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ao valor obtido a variacdo da D. O. registada num controlo sem amostra (cerca de 0,2 x 107/
min).

Tabela 8 — Diluigdo das amostra para medi¢do da actividade das oxidases.

Oxidase Diluicdo inicial da amostra Diluigio na microcuvete
D-alanina 4x 8x x 27
Acido trico 16x 32x x 27
Palmitoil CoA 4x 8x % 27
Gilicolato 2x 4x % 27

A quantidade de H,O, (em pM) produzida pelas oxidades peroxissomais foi calculada a
partir de uma recta de calibragio (Fig. 8), a qual obedece 2 expressio matematica
[H,O,] = 185.07 x Absorvancia.
Para a construcio desta recta de calibragio (Rocha et al., 2000b) foram adicionados ao meio de
incubagio varias solugdes padrio de H,O, e a absorvancia do produto da reaccio foi lida a 500
nm. O calculo da concentragio do H,O, nos padrdes baseou-se no coeficiente de extingio deste

composto a 240nm, € =39,4M" cm™” (Nelson e Kiesow, 1972).

Absorvéncia

et

[~ -]
llll_l_llll?[Llllllll_I.

F

_+_... e e R R

1
88 28.88 Hy05 (uM)

Fig. 8) Recta de calibracio para determinacio da produgio de H-O»

Deste modo, a actividade (A) das oxidades por ml de amostra pode ser dada pela seguinte

formula:

A [H,O
A(nmol. min™. ml™) = LAi—zl x diluicdo da amostra;

onde A [H,0,] = AD.O. x 185.07.

Para as oxidases peroxissomais, os resultados sdo apresentados em mUg" de figado e

mUg" de proteina, onde 1mU corresponde a 1 nmol de produto formado por minuto.




MATERIAL E METODOS

7. DOSEAMENTO DE VITELOGENINA E DE 178-ESTRADIOL

Utllizando uma seringa de 3 ml de capacidade e uma agulha com 25 G, ambas
heparinizadas, realizou-se a recolha de sangue, extraindo-se aproximadamente 1 ml por animal. O
sangue foi introduzido num tubo heparinizado de 5 ml, ao qual foi adicionado 10 pl de uma
solugio de PMFS saturada em etanol. Os tubos foram centrifugados a 1500 g, durante 10
minutos, a 4°C, numa centrifuga (2K15-Sigma) com rotor de angulos fixos. Em seguida, o plasma
resultante da centrifugacdo foi equitativamente distribuido por 2 tubos “ependorffs”, com vista
ao doseamento da vitelogenina e do 17B-estradiol. De imediato, os tubos “ependorffs” foram

armazenados numa arca congeladora a —80°C.

7.1. Doseamento de vitelogenina por ELISA (“enzyme-linked immunosorbant assay”)

Os nivets plasmaticos de vitelogenina foram determinados utilizando um “kit” de ELISA,
de acordo com as instrucdes do seu fornecedor (Laboratorios Biosense, Bergen, Noruega). Este
“kit” baseia-se na utilizagio de anticorpos monoclonais de ratinho desenvolvidos contra a
vitelogenina do salmao do Atlintico (Salmo salar), exibindo, também, uma grande reactividade
cruzada para outros salmonideos (Nilsen et al., 1998). No que respeita ao limite de sensibilidade
deste “kit”, este ¢ de 40 ng/ml (vitelogenina / plasma). De forma a assegurar que a concentracio
desta glicolipofosfoproteina durante a leitura se situd-se no intervalo de linearidade da recta de

calibragio, as amostras foram diluidas como indicado na Tabela 9.

Tabela 9 — Diluicio do plasma dos grupos controlo e tratamento para o doseamento da

vitelogenina.
Grupos Diluigdes

Controlo (1° fase) 1:1 - - s
Controlo (2° fase) 1:1 - o oz
4-nonilfenol (750 pg/L) mr= 1:10 1:300 1:9000
4-tert-butilfenol (BP) (750 pg/L) 1:1 1:10 1:300  1:9000
4-nonilfenol (375 pg/L) + 4tert-butilfenol (375 - 1:10 1:300  1:9000
Hg/L)

17B-estradiol (1 pg/L) o 1:10 1:300 1:9000
17B-estradiol (50 pg/ L) 1:10 1:300  1:9000
17B-estradiol (100 pg/L) 1:10 1:300 1:9000
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Finalmente, a leitura das absorvancias foi realizada a 492 nm, usando um leitor de
microplacas, Multiskan Ex da Labsystem.

Os valores de vitelogenina foram calculados através da seguinte formula:

Bs
ln(BO—_Eg-)

onde Bs = absorvancia média do padrio s (ou seja, padrio standart); BO = absorvancia média do
padrio 0 ng vitelogenina/ml (ligagio maxima — quantidade maxima de anticorpo monoclonal de
ratinho que se liga 4 vitelogenina de salmdo do Atlintico (Sa/mo salar) que reveste os pogos da
microplaca quando n3o ha competidor, que neste caso consiste nas moléculas de vitelogenina

existentes na nossa amostra).

A recta padrio foi entio obtida numa escala logaritmica, determinando as coordenadas de

Bs ; x ; : , .
cada ln(BO—B) relativamente a respectiva concentracio de vitelogenina. Relativamente aos
S

padrdes, estes consistiram em solugdes de vitelogenina que se prepararam a partir da proteina
vitelogenina purificada e liofilizada de truta arco-iris.
Apbs a realizagio de uma regressdo linear, os valores de vitelogenina nas amostras foram

calculados por meio da equagio da recta:
fx) =axkn () +b
Bs - . ; . .
onde: f(x) = ln(m) : x = concentracio de vitelogenina nas amostras/padrio; a = declive da
- Bs

recta; b = ordenada na origem.

7.2. Doseamento de 17f-estradiol por EIA (“enzyme immunoassay™)

O doseamento dos niveis plasmaticos de 17B-estradiol foi realizado por meio de um “kit”
de E.LA. mediante as informacdes do fornecedor (Cayman Chemical, USA), sendo de 9 pg/ml o
seu limite de deteccio minima. Este ensaio baseia-se na competicio entre as moléculas de 17B-

estradiol livre (das amostras e padrdes) ¢ de 17B-estradiol marcado (isto €, ligado a uma molécula
de acetilcolinesterase), pela ligagio ao anticorpo de coelho especifico para a hormona em causa.
Por sua vez, este complexo anticorpo de coelho-estradiol (livre ou marcado) liga-se aos
anticorpos monoclonais de ratinho anti-coelho, com os quais se encontram revestidos 0s pogos
da microplaca de leitura. Passado o periodo de incubagdo (1 hora), a microplaca foi lavada de
modo a remover qualquer substincia livre, sendo, de imediato, adicionado o reagente de Ellman

(este contém o substrato para a acetilcolinesterase). Ap6s nova incubagdo com duracio de 60 a
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90 minutos, as absorvancias foram lidas a 412 nm, utilizando o leitor de microplacas referido no
ponto 7.1. O valor da absorvancia é directamente proporcional a quantidade de 17B-estradiol
marcado presente nos pogos, sendo, inversamente proporcional a quantidade de 17B-estradiol
presente nas amostras/padrdes durante o periodo de incubagio.

A concentracao de 17B-estradiol presente nas amostras foi quantificada de acordo com os
calculos expressos no ponto 7.1, com a excepgio de neste caso B0 = absorvancia média do
padrio 0 ng 17B-estradiol/ml (ligagio maxima - quantidade maxima do complexo anticorpo de
coelho-17f-estradiol marcado que se liga ao anticorpo monoclonal de ratinho anti-coelho que

reveste a microplaca). Segundo as instrugdes do seu fomecedor, neste “kit” a especificidade de

ligagdo a0 anticorpo é de 100%.

8. ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi1 efectuada através do programa Statistica (versdo 4.0) para
Windows. A analise de variancia (ANOVA “one way”) fot utilizada para determinar o efeito dos
diferentes tratamentos (a excep¢io dos individuos expostos ao 17B-estradiol na concentragio de
1ug/L) na concentragio de vitelogenina e nas actividades enzimaticas (catalase e as oxidases
palmitoil CoA, urato, D-aminoacidos e glicolato), quer por miligrama de proteina, quer por grama
de figado. No que se refere ao estudo morfométrico, a ANOVA fo1 igualmente empregue de
modo a discnminar as diferencas entre os resultados obtidos nos varios tratamentos
comparativamente com o grupo controlo. Em ambos os casos, testaram-se previamente as
premissas de homogeneidade de vaniancia (teste de Levine) e da normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) dos dados. Perante ANOVA significativa (p<0.05), efectuaram-se testes “pos-hoc”,
recorrendo ao teste de Duncan, para se poderem identificar as diferengas particulares entre as
diferentes técnicas. Nos peixes tratados com 17B-estradiol na dose de 1ug/L tais diferencas

foram analisadas utilizando o Test-t de Student.
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1. PARAMETROS CORPORAIS DOS ANIMAIS UTILIZADOS NOS ENSAIOS

De acordo com os resultados, as trutas tratadas durante 30 dias com o 17B-estradiol na
concentragio de 1 pg/I. ¢ com os alquilfendis, ndo diferiram estatisticamente dos respectivos

controlos no que respeita a qualquer dos parimetros corporais analisados, ou seja, peso e

comprimento do corpo, factor de condi¢ao, peso do figado e indices hepato-somatico e gonado-
somatico (Tabela 1). Situagdo semelhante aconteceu nos peixes expostos ao 17B-estradiol nas doses
de 50 pg/L e 100 pg/L, exceptuando o que se refere ao peso do figado (ANOVA: p<0,01) nos
animais expostos ao 17B-estradiol na concentrac¢io de 50 pg/L, bem como para o indice hepato-
somatico (ANOVA: p<0,001) nos individuos tratados com 17B-estradiol a 50 ug/L e 100 pug/L, os
quais foram superiores ao respectivo controlo.

Tabela 1 - Dados corporais sobte os espécimes de truta fario usados nos ensaios com 17p-estradiol e alquilfendis. Siio

indicados os valores médios e os respectivos coeficientes de variagdo (CV) (CV = desvio padrio + média).

Parimetros®
Peso Comprimento  Factor de Peso do Indice indice
condigio figado hepato- goénado-
somatico somatico
s ® (cm) (g/cm’) ® (%) (%)

Controlo (1° experiéncid) 10441 (016) 21,63 (0,03  1,05(0,09)  1,60(021)  151(033) 017 (0,31)

Controlo (2 experiéncia) 40,76 (0,24) 16,07 (0,06) 097 (0,09 059 (0274 1450004 0,13 (0,46)
4-tert-Butilfenol (375 pg/L)

+ 4869 (023) 1692 (006) 099 (006 069 (030)  141(0,18) 0,14 (0,60)
4-nonilfenol (375ug/L)

4-nonilfenol (750 pg/L) 4887 (0,22) 1725 (0,06) 094 (0,14 080 (021)  167(0,18) 0,11 (0,55)
4-tert-butilfenol (750 pug/1) 45 24 027) 1675009 095008 066 (027)  147(012) 0,14 (0,60)
17B-estradiol (1 pg/L) 107,58 (0,13) 21,42 (0,03) 1,09 (0,08) 1,89 (0,24) 1,73 (0,18) 0,17 (0,19)
17B-estradiol (50 pg/L) 48,27 (0,31) 17,07 (0,08) 094 (001)  108(039C 2210398 0,12 (0,63)

17-estradiol (100 pg/T) 40,74 (0,39) 1528 (0,11) 0,89 (006)  082(0,33) 253 (0,17)® 0,15 (0,51)

* As letras mintsculas representam diferengas significativas entre os grupos; (teste de Duncan, p<0,001 para A vs B;

p<0,01 para A vs C).
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Ao analisar independentemente as experiéncias (Tabela 1), verificamos que qualquer dos
parimetros corporais dos peixes utilizados como controlo na 1* experiéncia s3o supetiores aos
dos empregues na 2* expeniéncia, mais particularmente os que se referem ao peso do corpo
(2,7x) e ao peso do figado (2,5x) sendo, no entanto, muito proximos os valores respeitantes aos
indices hepato e gonado-somatico. No que respeita ao factor de condi¢io, todas as trutas
utilizadas neste estudo revelaram estar em boas condi¢ées, uma vez que o valor é muito proximo
de 1, ndo havendo vartagdes significativas entre os animais tratados e os controlos. Contudo, em
relacao ao grupo controlo, nota-se uma ligeira tendéncia para a diminuigio deste parimetro a
medida que a dose de 17B-estradiol a que as trutas foram expostas aumenta, bem como nas
tratadas com o 4-tert-butilfenol e 4-nonilfenol. No que respeita ao peso do figado, verificaram-se
valores mais elevados nos animais tratados com as diferentes concentracdes de 17p-estradiol,
sendo este, no entanto, apenas significativamente diferente do grupo controlo nos individuos sob
a ac¢do da hormona na concentragio de 50 pg/L (Tabela 1). Quando efectuimos a anilise do
indice hepato-somatico constatimos haver um aumento deste parametro nos peixes expostos a
doses progressivamente mais elevadas de 17B-estradiol. Assim, no que se refere as trutas

controlo, os animais expostos a 50 pug E2/L e 100 pg E2/L revelaram diferengas altamente
significativas, sendo o indice hepato-somatico superior no ulttmo grupo de animais referido
(Tabela 1).

Relativamente ao indice hepato-somatico, refira-se ainda que os peixes tratados com o
17B-estradiol exibem valores sempre supetiores aqueles determinados nos peixes sob a acgdo dos
alquilfenois.

Quando procedemos a comparagio dos coeficientes de variagdo, verificamos que os
respeitantes 20 comprimento do corpo, factor de condi¢io e indice hepato-somatico revelaram
quase sempre uma variacio interindividual mferior aquela relativa ao peso do corpo e do figado, e
particularmente, a0 indice gbnado-somatico.

Nas experiéncias efectuadas, a taxa de mortalidade nos grupos de controlo e nos animais
expostos, quer ao 17B-estradiol, nas concentragdes de 1ug/L e 50 pg/L, quer aos alquilfendis
nio excedeu o 1%, sendo esta devida a fuga de peixes do sistema. Ja nas trutas sujeitas a
concentracio mais elevada de 17B-estradiol, a mortalidade ocorrida foi bastante elevada.
Verificou-se que 10 dias apos o inicio da expeniéncia, alguns dos peixes expostos a 100 ug/L de
17B-estradiol comegaram a revelar sinais de debilidade fisica, que se manifestavam por uma
diminuigio do apetite e no grau de mobilidade, acabando por morrer. Além disso, diversos

animais foram atingidos por uma infec¢do fingica. Como nenhum medicamento foi aplicado,
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neste grupo registou-se uma taxa de sobrevivéncia de apenas 29%. Note-se que embora o factor
de condicdo deste grupo de tratamento nio seja significativamente diferente dos restantes, é

aquele que apresenta o valor menos favoravel.

2. EFEITOS RESULTANTES DA EXPOSICAO AO 17B-ESTRADIOL
2.1 Aspectos morfolégicos

Quando  observados a0 microscopio electrénico, os peroxissomas presentes nos
hepatocitos de truta fario apresentavam uma forma aproximadamente esférica, sendo
preenchidos por uma matriz finamente granular com densidade electrénica mediana, um pouco
mais densa que a do hialoplasma, nunca tendo sido detectados nucledides ou outras inclusdes
naqueles. Os peroxissomas encontravam-se dispersos no citoplasma, frequentemente préximos
de mitocondrias e habitualmente rodeados por elementos tubulares do reticulo endoplasmatico
liso (Figs. 9 e 10). Uma vez efectuada a localizacso citoquimica da catalase, os peroxissomas
apresentaram-se fortemente marcados pelo produto electronodenso da reaccio com
diaminobenzidina (Fig. 10). Nos respectivos controlos, incubados em meio contendo
aminotriazol para inibir a actividade da catalase, estes organelos encontravam-se sempre livres de
depdsitos electronodensos.

Para além do estudo dos peroxissomas, nio foi objecto deste trabalho quantificar outras
modificagbes surgidas ap6s 30 dias de exposicdo 77 uiw ao 17B-estradiol. Contudo, depois de uma
observagdo atenta das microfotografias dos hepatécitos daqueles animais, sio consideraveis, e
portanto dignas de relato, certas alteracdes qualitativas que apresentavam relativamente aos
grupos de controlo.

Nos hepatocitos dos animais controlo, os grinulos de glicogénio, existentes em
quantidades elevadas, distribuiam-se aleatoriamente por todo o hialoplasma ou entio
acumulavam-se, originando manchas extensas. As cisternas do reticulo endoplasmitico rugoso
disponham-se paralelamente, sendo ladeadas por escassos e pequenos corpos densos, bem como
por mitocondrias, as quais apresentavam perfil oval ou alongado (Fig. 10). No figado das trutas
tratadas com 17[B-estradiol na concentragio de 1 ug/L, observaram-se alteragdes citolégicas em
alguns hepatécitos, enquanto que outros se apresentavam idénticos aos dos peixes de controlo
(Fig. 11). Ocotreu, portanto, um aumento de heterogeneidade entre estas células. Assim,
hepatécitos com pouco ou sem glicogénio, com mitrocondrias e cisternas do reticulo

endoplasmatico rugoso dilatadas, podiam ser observados préximo de outros semelhantes aos do

controlo.
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Fig. 9 — Peroxissoma (P) tipico de truta fado (Salmo ruttd), mostranto a matrix finamente granular ¢ sem
nucledide, encontrando-se rodeado por elementos do reticulo endoplasmitico liso (setas). Observa-se ainda uma

mitocéndria (M) ¢ uma quandidade apreciavel de granulos de glicogénio (asterisco). x 42.000.
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Fig. 10 — Aspecto geral de um hepatdcito de truta fario pertencente a0 grupo controlo, mostrando diversos
peroxissomas (P) marcados pela reacgio com DAB. Observam-se ainda mitocondrias (M), numerosas cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso (ponta de seta) ¢ escassos corpos densos (CD) de pequenas dimensGes. N: nicleo.

x 11.000.
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Fig. 11 —Fotografia em microscopia electronica de hepatdcitos de truta faro ao fim de 30 dias de tratamento
com 1 pg/L de 17B-estradiol. A matrix dos peroxissomas (P) apresenta-se fortemente corada devido a reacgiio com

DAB. N: nicleo; M: mitocondria. CD: corpos densos; ponta de seta: reticulo endoplasmatic rugoso. x 11.000.

i i 1 i H

Fig. 12 - Aspecto geral dos hepatdcitos de truta fario ao fim de 30 dias de tratamento com 100 pg/L de 17B-
estradiol. Os peroxissomas (P) sio evidenciados pela reacgio com DAB. Observa-se um hepatécito com
mitocondrias (Md) e cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (asterisco) muito dilatadas ladeado por outros onde

tats alteracGes nio ocorrem. Notam-se corpos densos (CD) de grandes dimensées. x 11.000.
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Em comparagio com os individuos anteriormente referidos, nas trutas sujeitas ao
17B-estradiol na concentracio de 100 pg/L, as alteracbes citoldgicas foram ainda mais
proeminentes, salientando-se uma completa deplegio do glicogénio dos hepatdcitos. Além disso,
o reticulo endoplasmatico rugoso fot fortemente afectado, apresentando-se as suas cistemas
muito dilatadas (Fig. 12). Por outro lado, as mitocondrias também surgiam, na maioria das vezes,
dilatas. Relativamente aos corpos densos, estes pareciam possuir um tamanho superior do que o
exibido nos animats de controlo (Fig. 12). Aspecto curioso reside no facto de, por vezes, e a
excepgido do glicogénio, todas as outras alteragGes citologicas mencionadas afectarem apenas uma
parte dos hepatdcitos, permanecendo os restantes idénticos ao controlo (Fig. 12). Quanto aos
peroxissomas, para além da andlise quantitativa de diversos parametros morfologicos relativos e
absolutos (Tabela 2 e 3), a observagio das microfotogratias ja sugeria uma redugdo nas dimensées
destes organelos nos peixes tratados com 100 pg E2/L, em comparagio com as trutas controlo
(Figs. 10 e 12).

Através da ANOVA efectuada entre os animais controlo e os tratados com 17B-estradiol

na concentragio de 1ug/L (Tabela 2 e 3), ndo foram detectadas diferencas significativas no que
se refere, quer aos parametros estereologicos relativos, nomeadamente no que respeita a razio
superticie-volume, densidade de superficie, densidade volumétrica ¢ densidade numérica, quer
aos parametros absolutos, como sejam a superficie média, volume médio e diametro esférico
equivalente médio dos peroxissomas. Excepcio feita para a Vy (peroxissoma, célula) e Vy
(peroxissoma, citoplasma), o oposto aconteceu entre os as trutas de controlo e os animais
expostos a0 17B-estradiol na dose de 100 pg/L (Tabela 2 e 3). Assim, estes peixes exibiram um
aumento altamente significativo no que respetta a sua densidade numeérica peroxissomal
(ANOVA: p<0,001), relativamente ao controlo e aos peixes sujeitos a ac¢do do 17B-estradiol na
concentragio de 1 pg/L, sendo tal aumento para ambos os casos proximo do dobro (Tabela 2).
Relativamente ao parametro densidade de superficie, apesar da diferenca encontrada entre estes
dois dltimos grupos (controlo e 100 E2 pg/L) ser significativa, esta apresentou um valor proximo
do seu limiar de significancia (ANOVA: p<0.0491), sendo o aumento detectado inferior a 1/3.
No que respeita a razio superficie/volume (S/V), apesar do aumento significativo detectado
entre os grupos em causa ser de significancia muito préxima ao referido anteriormente (ANOVA:
p<0,05), este foi de menor magnitude (cerca de 1/4), ndo tendo ocorrido qualquer diferenga

significativa entre os grupos em questio.
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Tabela 2 - Parimetros estereoldgicos relativos dos peroxissomas de truta fario (cinco animais por cada grupo). Sdo

indicados os valores médios e os respectivos coeficientes de variagdo.

A& Vv S/V Sv Nv
(Perox.,Citoplasma)  (Perox.,Célula) (Perox.) (Perox.,Célula)  (Perox.,Célula.)

Parimetros * % % Hm?/jim? Hm?/pm? no./pm?
Controlo 0,74 (0,15) 0,67 (0,14 10,14 (0,06)4 0,07 (0,17)A 0,07 (0,18)~
17B-estradiol

0,69 (0,19) 0,62 (0,19) 10,92 (0,06) 0,07 (0,19)4 0,07 (0,21)A
(1ug/L)
17p-estradiol

0,80 (0,14) 0,75 (0,16) 11,88 (0,10)0 0,09 (0,16)0 0,15 (0,26)B
(100pg/L)

*As letras representam diferengas entre os grupos (teste de Duncan, p<0,001 para A vs B; p<0,05 A vs D). Vv:

Densidade volumétrica; S/V: Razio superficie/volume; Sy :Densidade de superficie, Nv: Densidade numérica; Perox

Peroxissoma.

Tabela 3 - Parimetros estereoldgicos absolutos individuais dos peroxissomas de truta fano (cinco animais por grupo).

Sio indicados os valores médios e os respectivos coeficientes de vanagao.

(EN ) VN dSphgre
Parametros® (um?) (unt’) (um)
Controlo 1,05 (0,07)A 0,10 (0,11)A 0,58 (0,04)4
17B-estradiol (1 pg/L) 0,98 (0,18)4 0,09 (0,17)A 0,55 (0.06)A
17P-estradiol (100 pg/L) 0,59 (0,18)B 0,05 (0,18)B 0,46 (0,06)B

*As letras representam diferengas entre os grupos (Teste de Duncan, p<0,001 para A vs B). 3y, : Superficie média;

Vy :Volume médio; d,,,,: Didmetro esférico equivalente.

Em relacdo aos parametros estereoldgicos absolutos, ou seja, diametro esférico equivalente,

superficie e volume médios do peroxissoma, verificimos que estes decresceram em ambos os
grupos de animais expostos a acgio do 17P-estradiol, comparativamente com os animais
controlo. No entanto, tal diminuicao s6 ¢ significativa nos individuos sujeitos ao 17f-estradiol na
concentracio mais elevada (Tabela 3). Assim, constatamos ocorrer uma redu¢do muito
significativa em todos os parametros absolutos (ANOVA: p<0,001), nos peixes tratados com
17B-estradiol na concentracio de 100 pg/1., comparativamente aos grupos 1ug E2/L e controlo.

Particularizando, os animais expostos ao 17B-estradiol na concentragio mais elevada,
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relativamente aos grupos 1 pg E2/L e controlo, apresentaram uma diminui¢ao na superficie dos
seus peroxissomas de cerca de 40%. No que se refere ao volume peroxissomal individual, uma
diminuicio préxima de 50% foi observada no grupo 100 pg E2/L, em comparagio com o grupo
controlo. Finalmente, constatou-se uma reducio do diametro esférico equivalente médio dos
peroxissomas proxima de 33% nas trutas expostas a 100 pg/L de 17B-estradiol, relativamente aos
grupos controlo e 1 ug E2/L (Tabela 3).

Ao analisar os coeficientes de variagdo (Tabela 2 e 3) verificimos que, independentemente
das condigbes experimentais a que Os peixes foram sujeitos, estes apresentaram variabilidades
similares em todos os parimetros estudados, sendo os parimetros referentes a densidade
numérica e a0 diametro individual aqueles que revelaram diferencas interindividuats mats elevadas

e mais pequenas, respectivamente.

2.2 Alteragoes enzimaticas

As actividades enzimaticas medidas a partir dos homogeneizados totais foram expressas
por grama de figado assim como por miligrama de proteina, nos mndividuos expostos as
diferentes concentracdes de 17B-estradiol e grupos controlo (Tabelas 4 e 5).

Comparativamente com o grupos controlo, e feita excepgiao para a actividade da D-
aminoacidos oxidase quando determinada por grama de figado nos peixes sob influéncia de 50 ug
E2/L, nota-se uma diminuicio dependente da dose de 17B-estradiol administrado das actividades

enzimaticas quando doseadas, quer por miligrama de proteina, quer por grama de figado (Tabelas

4 e 5). Apos aplicagio do Teste-t de Student verificamos que, em relagio ao grupo controlo, tais
reducées nas trutas tratadas com 1 pg E2/L ndo sdo estatisticamente diferentes. Contudo, a
actividade da catalase (ANOVA: p<0,06) e urato oxidase (ANOVA: p<0,09), quando
determinadas por miligrama de proteina, situam-se proximo do seu limiar de significincia. Por
sua vez, apos 2 aplicagio do teste estatistico ANOVA, as trutas expostas ao 50 pug E2/L e 100 pg
E2/1, em comparagio ao respectivo controlo, exibiram um comportamento contrario ao

anteriormente referido. Assim, pela ANOVA constatou-se que a excepgiao da actividade da D-
aminoacidos oxidades, quer por miligrama de proteina, quer por grama de figado, onde p<0,01,

para todas as actividades das restantes enzimas analisadas p<0,001.
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Ainda no que respeita aos dados da Tabela 5 constatou-se que, em relacio ao grupo
controlo, nos individuos tratados com 17B-estradiol nas concentracdes de 50 pug/L e 100 pg/L,
as actividades da catalase e das oxidades da palmitoil-CoA e da urato sofreram diminuicdes
substanciats, sendo estas mais relevantes no caso da urato oxidase e nos peixes sob influéncia da
hormona na dose de 100 ug E2/1, onde se registou o seu desaparecimento. Tal comportamento
pode ser também observado através da analise das Figuras 13 e 14.

Ainda em comparagdo com o grupo controlo, uma acentuada diminuicio foi observada
para a actividade da enzima glicolato oxidase, quer por miligrama de proteina, quer por grama de
figado, embora para este Gltimo caso tal decréscimo tenha ocorrido apenas entre os peixes
controlo e os tratados com 17B-estradiol na dose maxima (Figs. 13 e 14).

Para além disso, verificamos (Tabela 5) que em relagdo ao grupo controlo, nos peixes
sujettos a 50 pug E2/L e 100 pug E2/L, a actividade por miligrama de proteina bem como por
grama de figado (neste caso apenas para o grupo 100 pug E2/L) da D-aminoacidos oxidade,
sofreu uma diminuicdo consideravel (p<0,01). Tal comportamento é também exibido entre os
animais de controlo e as trutas 50 pg E2/I, para a actividade por grama de figado da glicolato
oxidase.

Quando procedemos a analise das variagdes das actividades enzimdticas entre os grupos
expostos as diferentes concentracdes de 17B-estradiol, verificimos a ocorréncia de um
decréscimo significativo, de diferentes magnitudes, somente na actividade por grama de figado
das enzimas D-aminoacidos oxidade e glicolato oxidase (Tabela 5).

Analisando os coeficientes de variagdo, contactamos que as actividades enzimaticas (por
grama de figado e por miligrama de proteina) da catalase e glicolato oxidase revelam uma variacio

interindividual inferior do que as exibidas pela restantes enzimas estudadas, sendo esta

particularmente elevada para a urato oxidase.
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3. EXPOSICAO A ALQUILFENOIS - ALTERACOES ENZIMATICAS

Na Tabela 6 estdo registadas as actividades enzimaticas, por miligrama de proteina e por
grama de figado presentes nos animais controlo, bem como naqueles sujeitos aos alquilfenois.

Pela ANOVA constatou-se a presenca de diferencas apenas para as actividades da
palmitoil-CoA oxidase, quer por grama figado (p<0,05), quer por miligrama de proteina(p<0,001)
bem como para a D-aminoacidos oxidase (p<0,01), neste caso apenas por miligrama de proteina.

Verificou-se que, comparativamente com o grupo controlo, nos individuos sob a accdo do
4-nonilfenol e 4-tert-butilfenol, a actividade por grama de figado da palmitoil-CoA oxidase sofreu
uma diminuicio consideravel, sendo esta ligeiramente mais pronunciada no 1° grupo de
tratamento referido (Tabela 6). Ainda em comparacio com os animais controlo, registou-se
também uma diminuicio do valor da actividade por grama de figado daquela enzima nos peixes
expostos a mistura dos dois alquﬂfenéis; esta reducgio foi de igual magnitude a anteriormente
referida para grupo de peixes expostos ao 4-nonilfenol. Nao foi detectada qualquer diferenga
significativa para a actividade por grama de figado da palmitoil-CoA oxidase nos grupos de
tratamento analisados (4-tert-butilfenol, 4-nonilfenol e mistura).

Comportamento semelhante ao anteriormente descrito, foi aquele observado para a
actividade por miligrama de proteina da enzima palmitoil-CoA oxidase nos ensaios com os
alquilfenéis (Tabela 6). Assim, os individuos sujeitos ao 4-nonilfenol revelaram uma diminui¢io
altamente significativa na actividade da enzima em causa. Nos peixes expostos a2 mistura dos
alquilfenéis e ao 4-tert-butilfenol, foi observada uma diminuigio ndo tio substancial de tal
actividade. Tal como para a actividade por grama de figado da palmitoil-CoA oxidase, também
para a sua actividade por miligrama proteina nio foram encontradas diferengas significativas
entre os grupos de tratamento mencionados.

No que respeita 2 actividade por miligrama de proteina da D-aminoacidos oxidase, constatamos
que esta exibiu um comportamento diferente daquele descrito para a palmitoil-CoA oxidase.
Deste modo, os peixes sujeitos ao 4-tert-butilfenol possuiam o valor mais elevado para a
actividade por miligrama de proteina desta enzima, sendo ligeiramente superior ao do grupo
controlo (Tabela 6). No entanto, ndo fot detectada nenhuma diferenca significativa entre eles. O
mesmo aconteceu no grupo das trutas sob a ac¢do combinada dos alquilfenéis embora, neste

caso, o valor da actividade em causa seja inferior ao do grupo sujeito ao 4-tert-butilfenol.
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Assim, e ainda relativamente 20 grupo controlo, apenas os individuos expostos ao 4-nonilfenol
sofreram uma diminui¢io significativa na actividade por miligrama de proteina da D-aminoacidos
oxidase. Uma diferenca de igual significincia 4 anteriormente referida, foi a observada entre os
grupos toxicoldgicos sujeitos a mistura dos alquilfendis e ao 4-nonilfenol. Por outro lado, nos
animais €xpostos a este Ultimo grupo referido, a actividade enzimatica da D-aminoécidos oxidase,
revelou ser ainda muito inferior aquela exibida pelos peixes sob a ac¢io do 4-tert-butilfenol
(Tabela 6).

Analisando os coeficientes de variagdo, conclui-se que as actividades enzimiticas (por
grama de figado e muiligrama de proteina) da catalase e palmitoil-CoA oxidase revelam uma

vartagio interindividual inferior do que as exibidas pela restantes enzimas estudadas.

4. ALTERAGOES NOS NIVEIS PLASMATICOS DE VITELOGENINA e 178-
ESTRADIOL

Nos peixes empregues na 2° fase experimental, ou seja, nos animais controlo bem como
naqueles sujeitos aos ensaios toxicoldgicos 50 pg E2/L e 100 pg E2/L, procedeu-se a

quantificagdio dos niveis pasmaticas de 17B-estradiol (Tabela 7). Nio foram encontradas

quaisquer diferencas significativas entre os grupos mencionados.

Tabela 7 - Niveis plasmaticos de 17f3-estradiol nas trutas controlo e

naquelas expostas as diferentes doses de 17-estradiol dissolvido na

agua. Sio indicados os valores médios e os respectivos coeficientes de

vanagio.
Grupos 17B-estradiol (pg/ml)
Controlo (2* fase) 69,14 (0,23)
17B-estradiol (50 pg/L) 50,81 (0,65)
17B-estradiol (100 pg/) 92,97 (0,87)

Os doseamentos de vitelogenina efectuados por ELISA mostraram (Fig. 15) que os niveis

plasmaticos desta proteina eram quase iguais nos dois grupos de animais controlo. Foi ainda
demonstrado que a exposigdo da truta fario ao 17B-estradiol induz, em qualquer das doses
aplicadas, uma resposta vitelogénica de significancia elevada (ANOVA: p<0,001). Assim, os
niveis de vitelogenina no plasma dos peixes tratados com 17B-estradiol na concentragio de 1

ug/ml (p<0,05) foi cerca de 52000 vezes superior (15214 pug/ml) do que aquele doseado nos
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respectivos animais controlo (Média=0,29 pg/ml; CV=0,58). Uma resposta substancialmente
mats pronunciada foi encontrada nas trutas expostas a referida hormona na concentracio de 50
g/L (p<0,001), onde esta glicolipofosfoproteina atingiu niveis de 67424 pg/ml, sendo 0,6 vezes
supertor em relagdo 20s individuos tratados com o 17B-estradiol na concentragio de 100 pg/L
(40431 pg/ml) (p<0,05). Ou seja, comparativamente com as trutas controlo utilizadas na 2* fase
experimental, nas quais fot quantificada uma concentracio média de vitelogenina plasmatica igual
a 0,22 pg/ml (CV=1,03), a sintese desta foi cerca de 300.000 e 180.000 vezes superior nos
animais sujeitos ao 17f-estradiol na concentragio de 50 pg/L e 100 pg/L, respectivamente

(p<0,001).

5 O
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Fig 15 — Concentracio de vitelogenina no plasma da truta fario quando exposta a diferentes doses de 17B-estradiol e
alquilfendis.

Pela ANOVA, e tal como aconteceu para o 17B-estradiol, verificimos que os alquilfenéis a
que as trutas se sujeitaram induziram uma resposta vitelogénica de substancial significancia

(p<0,001). Assim (Fig. 13), constatou-se que os niveis vitelogénicos plasmaticos dos peixes

sujettos 2 mistura dos alquilfendis 4-tert-butilfenol com o 4-nonilfenol, foram os mais elevados
(5501 pg/ml), ou seja, cerca de 25.000 vezes mais do que nos animais controlo (Média=0,22
ug/ml; CV=1,03) (p<0,001). No que respeita aos animais expostos ao 4-nonilfenol, estes
apresentaram um valor de vitelogenina significativamente inferior (2740 pg/ml) ao induzido pela

mistura referida (p<0,01). Por outras palavras, os animais tratados com 4-nonilfenol exibiram

uma producio de vitelogenina 2 vezes inferior aqueles sujeitos a solugio resultante da jungio do
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4-nonilfenol e 4 tert-butilfenol, mas 12450 vezes superior as trutas controlo. Finalmente, valores
intermédios de vitelogenina relativamente aos acima mencionados foram doseados nas trutas
sujetas a0 4-tert-butilfenol (3752 pg/ml), nio tendo no entanto sido verificada qualquer
diferenca estatisticamente significativa entre este e os grupos tratados com a mistura e com 4-

nonilfenol. Nos peixes sujeitos ao 4-tert-butilfenol, houve uma produgio considerivel da

proteina, sendo o valor 17000 superior ao controlo (p<0,001).
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DISCUSSAO

O conhecimento actual sobre a anatomia microscdpica do figado dos vertebrados, cujo o

estudo se iniciou no século XIX, baseia-se, principalmente, nos trabalhos realizados em
mamiferos, particularmente nos roedores e no homem (Hinton e Laurén, 1990; Rocha et al.,
1994). O facto de patologias diversas afectarem o figado, tém estimulado a investigagio sobre
este orgio, contribuindo para o conhecimento da sua estrutura normal.

Nos peixes, o figado tem sido menos estudado. Note-se que os primeiros trabalhos
incluindo aspectos ultra-estruturais do figado de peixes surgiram apenas nos anos 60 (Yamamoto,
1962, 1965). Contudo, o figado destes animais revela-se de grande interesse, podendo ser
considerado um ponto de partida com vista a estudos filogenéticos e comparativos entre
vertebrados.

Devido a0 facto de existirem mais de 20 000 espécies conhecidas de peixes, a descrigio
histologica do figado de uma espécie em particular s6 muito dificilmente pode ser usada como
modelo geral para este grupo de vertebrados, uma vez que nos peixes, o figado revela uma grande
variabilidade interespecifica. Além disso, diversos factores endogénos (idade, sexo) e exdgenos
(temperatura, alimentacio) afectam este 6rgio, contribuindo para um aumento de diversidade. A
titulo de exemplo citamos as mudangas fisiologicas (idade) que ocorrem nos hepatdcitos da
medaca (Oryzias latipes) com o envelhecimento e no salmio do Pacifico (Oncorbynchus spp.) apds a
desova, as quais consistem, respectivamente, na acumulagdo de granulos tipo lipofuscina e na
degeneragio de tais hepatdcitos (Bruslé e Anadon, 1996). Os hepatdcitos também apresentam
dimortismo sexual, mas este s6 se toma evidente durante o periodo de maturagio das gonadas.
Por exemplo, nas fémeas dos salmonideos, esta fase caracteriza-se, entre outros aspectos, pela
diminuigio das reservas lipidicas ¢ de glicogénio, as quais atingem niveis inferiores aos registados
nos machos, num periodo designado de “vitelogénese ex6gena” (Van Bohmen et al., 1981; Bruslé
e Anadon, 1996). Por outro lado, foram ja observadas nos Ciprinideos Cyprinus carpio e Lenciscus
tdus modificacdes morfoldgicas na organizagio dos hepatdcitos comprovando a existéncia de
alteragBes no metabolismo dos lipidos e hidratos de carbono relacionadas com a temperatura
(Storch et al., 1984; Braunbeck et al., 1987).

Apesar de haver diferencas interespecificas, o figado dos peixes apresenta caracteristicas
morfologicas basicas comuns detectavels entre as suas diversas ordens, como sejam.uma vasta
rede de capilares (de tipo sinusoidal), células ndo-hepatdciticas de natureza variada, vasos arteriais

e venosos aferentes, vetas eferentes e passagens biliares (Rocha, 2000).
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Uma observagio geral do figado de muitas espécies de peixes, incluindo o da truta fario,
permite verificar que este 6rgdo nao € lobado ou, quando muito, podera apresentar um divisao
em 2 lobos ou no maximo 3 (Bruslé e Anadon, 1996). Tal facto ¢ suficiente para comprovar que
a lobulagdo tradicional existente no figado dos mamiferos — geralmente assoctada a sulcos
profundos que partem da superficie do 6rgio, sendo paradigmatico os 4 lobos da espécie humana
(Williams e Warwick, 1980) —ndo aparece na generalidade dos peixes.

No que se refere a0 modo como os hepatécitos se dispdem tridimensionalmente e se
relacionam com a rede capilar e biliar que lhes estdo intimamente associadas, € defendido que
para a maioria dos peixes cartilagineos e Osseos, tal como acontece na truta fario, a
citoarquitectura consiste em tibulos de hepatdcitos ramificados e anastomosados, tendo como
eixo uma passagem biliar (Hinton e Laurén, 1990; Rocha et al., 1994).

Relativamente a uma eventual zonagio morfofuncional do parénquima hepatico, o
conhecimento actual referente aos peixes é o resultado de observacdes e conclusdes
contraditorias (Rocha e Monteiro, 1999). Opostamente 20 que acontece nos mamiferos, nos
peixes parece estar ausente uma co-distribuicdo entre os canais biliares, os vasos portais
(aferentes) e vasos venosos eferentes, os quais coletam sangue da rede capilar e o encaminham
para a veia supra-hepatica (Hinton e Laurén, 1990).

O figado dos peixes, tal como o de outros vertebrados, desempenha um papel proeminente
na fisiologia destes animais, sendo ndo sé responsavel pela ocorréncia de multiplas reacgdes
vitais, nomeadamente de anabolismo, como sejam a sintese e armazenamente de lipidos e
hidratos de carbono, producio de proteina do vitelo e do invélucro ovocitario, bem com outras
de catabolismo, ente elas dos compostos azotados e glicogénio (Bruslé e Anadon, 1996).

Nos peixes, em caso de agressio ambiental, <':1uer por alteracdes fisico-quimicas, quer por
alteracdes bibticas do meio, os orgios mais afectados s3o o figado, a pele, as brianquias, e os fins
(Hinton et al., 1987). Para além das fungdes ja mencionadas, nos teledsteos, o figado ocupa uma
posicio central no metabolismo dos xenobi6ticos, sendo particularmente vuneravel a acgdo de
certos agentes quimicos, os quais causam, entre outras, lesSes de indole neoplésica ou associadas
a desiquilibrios hormonais (Hinton et al., 1987; Hinton e Laurén, 1990; Matlasca et al., 1998).
Alids, este 6rgio tem vindo a torar-se um alvo importante em estudos cientificos, tendo em vista
a sua utilizacdo em ecotoxicologia.

Contudo, para uma correcta avaliagio das alteragdes anatomopatologicas, torna-se
fundamental o conhecimento prévio, qualitativo e quantitativo, da estrutura citologica e
histolégica normal do figado (Rocha et al., 1997). Se tal ndo acontecer, alteragGes morfologicas e

fisiologicas relacionadas com a idade, sexo, estagio do ano ou estado nutricional podero ser
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confundidas com lesdes induzidas pelos toxicos (Hinton e Laurén, 1990; Segner e Braunbeck,
1990; Rocha et al, 1999). Ainda mais, tendo em mente tal objectivo, convém salientar as duas
caracteristicas fisiologicas que varios investigadores propdem serem as que mais poderdo
influenciar a estrutura hepitica normal nos peixes (Bruslé e Anadon, 1996): 1) sendo os peixes
vertebrados poiquilotérmicos, as diferentes temperaturas a que os animais estio sujeitos ao longo
do ano faz com que hajam varia¢Ses metabdlicas; tais alteragOes refletir-se-do, com certerza, no
fizado; 2) os peixes, na sua maioria, produzem ovos teloleciticos ricos em vitelo sintetizado a
partir de precursores (por exemplo, vitelogenina) produzidos no figado (hepatocito).
Consequentemente, conforme se trate de machos ou fémeas, de animais maturos ou imaturos,
poderio existir diferengas na estrutura do figado.

Tendo por intuito objectivar impressGes qualitativas e correlacionar estatisticamente
estrutura e funcio, foi crescente, a partir dos anos oitenta, o uso de técnicas morfologicas
quantitativas. A estereologia tem sido, assim, fundamental para uma rigorosa quantificagdo das
alteracbes morfoldgicas dos peroxissomas associadas a patologias (como o cancro e esteatose) ou
em condigdes experimentais (por exemplo ligadas ao consumo de dlcool/xenobidticos ou
nefrectomia). Apesar dos estudos existentes serem maioritariamente efectuados em mamiferos,
na década de 90 assistiu-se a um aumento consideravel no nimero de trabalhos publicados
versando tal assunto nos peixes (Veranic e Pipan, 1992; Amold et al., 1995, 1996; Braunbeck e
Appelbaum, 1999). E importante realcar o facto dos peroxissomas e outros organelos, sendo
estruturas tridimensionais, nao serem cotrectamente caracterizadas em termos lineares ou
bidimencionais (Mayhew e Reith, 1988). Os métodos estereologicos tomam-se particularmente

vantajosos quanto pretendemos efectuar analises interespecificas para as quais certos parametros
fundamentats, como o diametro peroxissomal (gs;;hm): estdo disponiveis (Rocha et al., 1999).

Assim, no presente estudo, os peroxissomas foram analisados (o seu numero e dimensoes)
recorrendo 20 uso de técnicas estereologicas classicas, as quais requerem pressupostos de forma,
raramente verificiveis na realidade. No que se refere a forma das particulas, a aplicagdo da
metodologia referida tomou-se possivel porque os peroxissomas possuem uma forma muito
proxima da esfera. A utilizacio de métodos estereologicos mais recentes, como é o caso do
“disector fisico”, permite ultrapassar algumas das limitagdes dos métodos classicos, pois ndo
estio dependentes da dimenséo e forma das particulas, eliminando também, quer o erro inerente
as particulas perdidas, quer o causado pelo “efeito de Holmes™ (Sterio, 1984) No entanto,
mediante a realizacio de um estudo piloto em peroxissomas hepaticos de truta fario (Rocha et
al.

, 1999), onde ambas as técnicas estereologicas referidas foram empregues (classica vs

comtemporanea), constatou-se serem semelhantes os resultados produzidos. Assim, devido a
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mator morosidade e complexidade requenida pela técnica do “disector fisico” em microscopia
electronica de transmissdo, comparativamente as técnicas estereologicas classicas baseadas na
forma das particulas, e sendo ambas capazes de originar resultados validos, a escolha recaiu
sobre estas ultimas.

Devido as dificuldades na localizacdo dos peroxissomas, sem o recurso a uma marcagio
especifica, a identificagdo de todos estes organelos numa secgao ultrafina seria muito morosa e
incerta, tornando-se muito dificil garantir a validade dos dados estereologicos. Contudo, quando a
reaccio da detec¢io da catalase ¢ empregue, tal dificuldade deixa de existir, devido ao
consideravel aumento da electronodensidade da matriz peroxissomal, que assim se destaca das
restantes estruturas citoplasmaticas. Ao analisar os artigos publicados sobre peroxissomas de
peixes utilizando métodos estereoldgicos, verificamos requerer muito cuidado a comparagio dos
resultados obtidos devido a diversidade de protocolos aplicados, incluindo no que respeita ao
uso, ou ndo, de marcagdo especifica. Para além disso, sendo os peroxissomas organelos
dinamicos, morfologicamente adaptaveis de acordo com as condigdes, mesmo utlizando
protocolos experimentais idénticos, factores tais como o periodo de aclimatagio e estagdo do ano
podem conduzir a resultados estereologicos diferentes mediante a utilizagdo da mesma espécie
em condigdes normais. Assim, utilizando a truta arco-inis, uma equipa de mvestigadores chegou a
resultados diferentes para os parimetros peroxissomais densidade volumétrica (0,6% e 1,5%),
diametro médio (0,4 pm e 0,8 um), volume médio (7,7 um’ e 28,3 um®) e nimero total (94 ¢ 609)
por célula (Amold et al., 1995, 1996a). Toma-se assim fundamental dar atencio as vanaveis
estereologicas relativas e absolutas para ndo serem tiradas concluses erradas neste tipo de
estudos.

Nos peixes, os poucos dados estereologicos disponivets sobre os peroxissomas advem,
fundamentalmente, de sttuagdes experimentais a que espécies tais como a truta arco-iris e o peixe
zebra (Brachydanio rerio) foram sujeitas (Veranic e Pipan, 1992; Amold et al., 1995, 1996a, 1996b;
Zahn et al., 1995, 1996). Utilizando a truta fario num estudo estereolégico sazonal, que procurou
investigar a influéncia do sexo e ciclo reprodutivo nos peroxissomas hepaticos, verificou-se, nas
féemeas, uma diminuicio significativa no tamanho destes organelos durante o periodo
vitelogénico, altura em que o 17-estradiol atinge os seus niveis maximos (Rocha et al,, 1999).
Mais recentemente, constatou-se que tais modificagdes morfologicas sio acompanhadas de uma
diminuicio das actividades de certas enzimas peroxissomais, nomeadamente da catalase e das
oxidases urato, glicolato e palmitoil-CoA (Rocha et al, 2000a). Os resultados obtidos nos
trabalhos referidos estiveram na base da formulagio da hipotese segundo a qual a morfologia e as

funcées dos peroxissomas hepaticos da truta poderiam ser regulados de forma natural e segundo
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um deterrninado padrio, pelas mesmas hormonas esterdides que govemam a maturagio das
gonadas. Do mesmo modo pseudo-estrogénios, poluentes do meto aquatico, poderiam também
mnterferir no funcionamento dos peroxissomas. Ou seja, fo1 a venficacio experimental das
hipoteses mencionadas que serviu de tema a esta tese.

Considerando os dados estereologicos publicados, verificimos que a densidade volumétrica
dos peroxissomas foi estimada nos hepatdcitos em algumas espécies de peixes, constatando-se,
assim, que estes organelos ocupavam, em média, menos de 2,5% do volume dos hepatécitos.
Alias, baseados nos valores encontrados para este parametro, nos individuos analisados, pode-se
inferir a existéncia de diferencas interespecificas. Deste modo, enquanto que a truta arco-iris
apresentou uma densidade volumétrica igual a 1,5% (Amold et al., 1996a, 1996b), no peixe zebra
atingiu 10,3% (Veranic e Pipan, 1992), valor excepcionamente elevado para este parametro. Na
truta fario, em Fevereiro (perfodo pds-postura) esta variavel foi igual a 0,96% e a 1,12% nas
fémeas e machos, respectivamente (Rocha et al., 1999). Relativamente aos parametros superficie e
volume médio, apesar da grande falta de informacio existente, estes foram determinados nos
peroxissomas de hepatdcitos de truta fano adulta ao longo de 3 diferentes fases do seu ciclo
reprodutivo pelos mesmos autores. Assim, verificou-se que tais parametros em Fevereiro,
conjuntamente com a densidade de superficie € o diametro médio foram idénticos aos obtidos
nos animais controlo empregues neste trabalho. Por sua vez, constatou-se que aqueles referentes
a densidade volumétrica (0,96% nas fémeas e 1,12% nos machos) e numérica (0,11 no./pm’ para
féemeas e machos) sdo ligeiramente superiores. Nestes dois estudos (presente trabalho e aquele
efectuado por Rocha et al., 1999), apesar de ter sido utilizada a mesma metodologia e espécie, as
pequenas variaces encontradas entre alguns dos parametros analisadas podem ter sido devidas
ao facto dos animais possuirem idades diferentes, tendo-se no presente caso usado trutas
imaturas.

Os estudos existentes sobre a regulacio da morfologia e funcio dos peroxissomas centram-
se, fundamentalmente, na mnfluéncia de xenobidticos classificados como proliferadores
peroxissomais, tais como as drogas hipolipidémicas, certos pesticidas, insecticidas e plastificantes
(Braunbeck e Volkl, 1991; Fahimi et al., 1993a; Scarano et al,, 1994; Amold et al., 1995). Deste
modo, neste organelo, as alteragGes provocadas por hormonas sexuais constitui matéria pouco
mvestigada. Consequentemente, neste trabalho, de modo a avaliar o impacto de compostos com
actividade estrogénica (de ongem natural e antropogénica) sobre a regulagio peroxissomal em
peixes, as trutas fario foram sujeitas, por imersdo, a acgdo de um estrogénio natural, o 17B-
estradiol, e de dois pseudo-estrogénios, os alquilfendis 4-tert-butilfenol e o 4-nonilfenol, sendo

este dois tltimos testados, quer isoladamente, quer em mistura.
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Contudo, uma via de exposigao vulgarmente utilizada em estudos realizados sob a accio
do 17B-estradiol nos peixes consiste na injecgdo intraperitonial (Idler e campbell, 1980; Van
Bohemen et al., 1982; Haux e Norberg, 1985; Purdom et al., 1994; Nimrod e Benson, 1996). Esta
via de exposigio ¢ vantajosa devido 2 rapidez do seu efeito e as pequenas doses que sdo
empregues, pois as perdas sio muito diminutas (Ankley et al, 1998). No entanto, um ensaio
preliminar com injec¢do de 17B-estradiol (5 mg/Kg) revelou-se inadequado, uma vez que os
peixes reagiram mal a0 tratamento, tendo morrido ou ficado gravemente doentes ao fim de
poucos dias, 0o que tornou pouco recomendavel a aplicacio deste método em truta firfo. As
contaminagdes, 0s traumatismos € o stresse provocado pelo manuseamento e injec¢io, podem ter
estado na origem da debilidade fisica das trutas e consequente mortalidade. Além disso, este
resultado pode ser igualmente devido a existéncia de diferencas interespecificas nos peixes
relativas 2 sensibilidade ao estadiol (Routledge et al., 1998). Assim, em certos estudos utilizando,
por exemplo, a truta arco-iris, apesar desta ter sido injectada com doses de 17B-estradiol iguais ou
mesmo supertores aquelas por noés administradas, tal facto nada alterou a sua taxa de
sobrevivéncia (Idler e Campbell, 1980; Haux e Norberg, 1985). Face a esta situacio, optou-se pela
exposicio dos peixes aos quimicos através da agua, até porque esta é uma via de exposicio
relevante e até mais realista em estudos ambientais.

No entanto, esta via de exposi¢io a0 17B-estradiol e alquilfenois pode igualmente envolver
outros problemas tais como: a diminuigdo da absorgdo por parte dos peixes destes compostos
altamente lipofilicos devido, quer a sua incompleta dissolu¢io na 4gua, quer a sua adesio as
paredes do tanque e restos de comida; a sua degradagdo microbiana e pela luz ou, simplesmente,
devido a sua volatilizagio (Ekelund et al, 1993; Ankley et al., 1998). Como consequéncia, a
concentragiao nominal de exposicdo escolhida, pode sofrer uma diminui¢io ao longo da duragio
da experiéncia, o que faz com que a concentragdo real do quimico seja diferente da pretendida
(Gray e Metcalfe, 1997; Routledge et al., 1998; Pedersen et al., 1999). Para minimizar os
incovenientes decorrentes de tal situagdo que podertam mterferir com os resultados, procedeu-se
a uma renovagio da agua dos tanques e respectivos compostos de 48 em 48 horas, procurando,
deste modo, garantir a manutengido da dosagem durante os 30 dias de exposigio.

No que respeita o 17B-estradiol, ndo foi preocupacio fundamental deste trabalho
reproduzir condicSes de poluicio verificadas no meio aquatico, mas sim uma situacio fisiologica.
Por isso foram empregues concentracoes nominass do esterdide (50 pg/L e 100 pg/L) que
procuraram reproduzir o estimulo estrogénico existente nas trutas fario durante o periodo

vitelogénico. A este respeito, a concentracdo reduzida utilizada no primeiro ensaio (1pg/L)
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revelou nio ter efeitos significativos sobre os peroxissomas, que se mantiveram idénticos aos dos
animais controlo.
Alids, constatou-se que os niveis nominais de 17B-estradiol utilizadas neste trabalho foram

superiores as concentracdes encontradas no meio ambiente. Por exemplo, em Israel, foram
detectados niveis de 17B-estradiol variando entre 0,0048 a 0,151 pg/L e entre 0,0027 a 0,048

ng/L em certos esgotos e efluentes oriundos de estagdes de tratamento de aguas residuais,
respectivamente (Shore et al, 1993). Em Inglaterra, na analise de possivels compostos
estrogénicos presentes nos efluentes de algumas estacbes de tratamento de dguas residuais
domésticas, constatou-se que O estrogénio em causa se encontrava numa concentragao
compreendida entre 0,001 a 0,05 pg/L (Desbrow, 1998).

Neste estudo, no que conceme a concentragio dos alquilfendis (750 pg/L), ela foi
calculada com base na sua fraca actividade estrogénica em comparacio com o 17B-estradiol,
tendo sido ja aplicados em doses idénticas ou mesmo superiores por outros autores em estudos
utilizando machos de carpa (Cyprinus carpio) sujeitos ao 4-tert-pentilfenol (Gimeno et al, 1996,
1998). Num destes trabalhos (Gimeno et al, 1996), comprovou-se que tais machos, apds a
exposicio ao alquilfenol mencionado durante o periodo de diferenciagio dos testiculos,
apresentavam caracteristicas femininas, incluindo o desenvolvimento de ovo-testis.

Relativamente aos alquilfendis, e mais particularmente ao 4-nonilfenol, as concentragSes
aqui empregues, apesar de terem ja sido detectadas em certos afluentes e efluentes das estagGes
de tratamento de dguas residuais, sio mais elevadas do que aquelas encontradas na maioria dos
ecossistemas aquatico poluidos (Naylor, 1992). Assim, e ao contrario do que acontece com o
butilfenol, os niveis de nonilfenol, particularmente nos efluentes provenientes das estagdes de
tratamento de 4guas residuais, nos rios e estuarios, estdo razoavelmente bem documentadas.
Foram detectadas quantidades de nonilfenol compreendidas entre 23 pg/L a 1 mg/L nos
efluentes provenientes de uma estagio de tratamento pertencente a uma indistria quimica
(Naylor, 1992), enquanto que naqueles provenientes de uma estagao de tratamento de aguas
municipais encontraram-se niveis do composto referido situados entre 0,8 a 15,1 pg/L (Lee e
Peart, 1995). Similarmente, nos efluentes resultantes de certas estagdes de tratamento no Canada,
registaram-se niveis de nonilfenol que vartaram entre < 0,02 a 13 pg/l.. Contudo, nos esgotos
sem tratamento prévio que aflufam a essas estacdes, verificou-se que a concentragio deste
composto rondava os 8,4 a 850 pg/L (Bennie et al., 1998).

Na generalidade dos rios, o nonilfenol raramente excede os 10 ug/L, embora exista uma

grande variagio nas concentracdes relatadas, principalmente naqueles que recebem enormes
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quantidades de efluentes industriats (Naylor et al., 1992). Assim, niveis de nonilfenol tio elevados
como 180 pg/L, foram detectados em alguns rios do Remno Unido (Blackbum e Waldock, 1995),
60 pg/L em certos rios da Suica (Ahel et al., 1994b) e 17ug/L num estuario, na Crodcia (Kvestak

e Ahel, 1994). Nos estuarios do Remo Unido, as concentragdes de nonilfenol sio, geralmente,
mais batxas do que aquelas encontradas nos rios (Blackbum e Waldock, 1995). Relativamente a
certas fontes de dgua potavel, foram também detectados niveis de nonilfenol iguais a 1 pg/L
(Clark et al., 1992).

Devido a elevada hidrofobicidade e relativa persisténcia a degradacio microbiana causada
pela presenca da cadeia ramificada alquil e do anel aromatico, os alquilfendis, tém uma grande
apeténcia para serem adsorvidos pelos sedimentos e matéria organica (White et al., 1993; Corti et
al, 1995; Hemnts et al, 1999; Tanghe et al, 1999). Deste modo, registaram-se nas lamas
resultantes dos esgotos tratados anaerobicamente nas estagdes de tratamento de aguas residuais,
quantidades de nonilfenol compreendidas entre 0,45 a 2,53 g/Kg, (Giger et al., 1984), enquanto
que concentragbes do mesmo quimico iguais a 13,1 g/Kg foram encontradas nos sedimentos do
rio Glatt, na Suica (Ahel et al., 1994b).

No presente estudo, a analise estereologica dos peroxissomas hepaticos em exemplares
imaturos de truta fario revelou-nos que apenas naqueles pertencentes aos peixes expostos ao
17B-estradiol na concentragio de 100 ug/L, as alteragdes morfologicas foram evidentes
comparativamente com o controlo. Tais modificacdes traduziram-se por uma reducio no
tamanho, volume e superficie média dos peroxissomas, sendo estas acompanhadas por um
aumento da sua densidade numérica e de superficie (isto €, a area total da membrana expressa por
unidade de volume celular). Assim, a reducio de tamanho parece ter sido compensada pelo
aumento do numero, de modo que a densidade volumétrica do compartimento peroxissomal nao
fosse alterada relativamente ao citoplasma ou ao volume total da célula.

Neste trabalho experimental, os resultados obtidos nas trutas expostas ao 17f-estradiol na
dose mais elevada sio comparaveis aqueles exibidos pelos peixes zebra machos sob acgio do
17B-estradiol dissolvido na agua na concentragdo de 1 pg/L (cuja exposigdo ao 17B-estradiol se
assumiu ter induzido a sintese de vitelogenina), embora tal nio fosse comprovado analiticamente
(Veranic e Pipan, 1992). Assim, os peroxissomas do peixe zebra sofreram, igualmente, uma
reducgio do diametro acompanhada por um aumento, quer da densidade de superficie, quer da
densidade numérica, mas ndo da densidade volumétrica. Em wvirtude de tais resultados, parece-
nos de admitir que os peroxissomas da truta fario sejam menos sensiveis aos efeitos do

17B-estradiol do que os do peixe zebra. E assim novamente possivel inferir a existéncia de
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diferencas interespecificas relativamente a acgdo desta hormona sobre os peroxissomas destes
animais.

Em comparacio com os resultados obtidos num estudo sazonal efectuado com a mesma
espécie, mas em individuos com cerca de 3 anos de idade (Rocha et al., 1999), venificou-se pois
que, a tnica semelhanca encontrada entre as variaveis estereologicas determinadas no presente
estudo consistiu no facto de os peroxissomas, durante o ciclo reprodutivo natural, no periodo
vitelogénico (Setembro a Dezembro), época que que o 17B-estradiol no plasma atinge os seus
niveis maximos, soferem, simultaneamente, uma diminuigdo relevante no seu diametro, superficie
e volume médio peroxissomal, bem como um aumento na razio superficie/volume. Por outro
lado, os parimetros relativos densidade volumétrica e densidade de superficie
(peroxissoma/célula), registaram um decréscimo significativo nas fémeas em vitelogénese, ndo se
tendo observado qualquer alteracio na densidade numeérica, alteracGes apenas parcialmente
sobreponiveis as ocorridas neste trabalho experimental no grupo tratado com 100 pg /L de 17-
estradiol.

A variacio em sentido oposto do didmetro médio e da densidade numérica dos
peroxissomas hepaticos de truta fario apds exposicdo ao esterdide na dose de 100 pg/L foi
também observada noutros trabalhos. Por exemplo, num estudo efectuado em pacientes com
esteatose, constatou-se ocorrer uma diminuicdo significativa no diametro médio peroxissomal
(cerca de 87%), sendo este acompanhado por uma elevagdo da sua densidade numérica (para
133%), relativamente ao grupo de individuos controlo (De Craemer et al., 1995). O mesmo
aconteceu, embora de modo menos pronunciado, naqueles pacientes sofrendo de colestasia (De
Craemer et al., 1998).

As modificacGes sofridas no tamanho e nimero de peroxissomas observadas neste estudo
provocou um ligeiro aumento, apesar de significativo, na sua densidade de superficie e na razio
superficie-volume. Acresce que nos mamiferos, a indugiao de peroxissomas maits pequenos e
abundante em compara¢do com os dos animais controlo, foi também ja observada em mdividuos
alimentados com dietas ricas em gorduras e em certos casos de cancro (Chrstiansen et al., 1981,
De Craemer et al, 1993). Como sabemos, os processos metabdlicos nos peroxissomas sio
determinados pela quantidade de enzimas presentes, pela capacidade de importar substratos e
exportar os produtos das reacgdes e pelo transporte, através da sua membrana, de moléculas
recém sintetizadas ou obsoletas (importagido e exportagio, respectivamente), tornando assim
possivel os mecanismos de “turnover” dos constituintes peroxissomais (De Craemer et al., 1993,
1995). Devido ao facto dos peroxissomas mais pequenos possuirem uma razio superficie-volume

mais elevada relattvamente aos maiores, foi ja sugerido que a redug¢do do tamanho dos
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peroxissomas acompanhada pelo aumento do seu numero facilita a troca de substratos e
produtos de reaccio através da membrana peroxissomal, espectalmente quando a densidade
volumétrica nio sofre reducio (De Craemer et al., 1993, 1995). Deste modo, tais modificages
peroxissomais do figado das truta fario sujeitas a dose mais elevada de 17B-estradiol, poderio
reflectir a resposta destes organelos contra a diminui¢do substancial das actividades enzimaticas.
Contudo, nas fémeas de truta fario, durante o periodo vitelogénico, a diminuicio ocorrida nas
dimensdes dos peroxissomas nio foi compensada pelo aumento do seu numero (Rocha et al,
1999). Por outro lado, o transporte através das membranas peroxissomais pode depender de
outros factores. Para ser possivel aumentar a capacidade de importagio de enzimas
peroxissomais, pot exemplo, nfo basta ocorrer um aumento da sua superficie, mas terd também
de se verificar um incremento em todos os componentes integrantes da maquinana de
importacio, entre os quais se incluem os receptores dos PTS, que se encontram na membrana
peroxissomal. Estes mecanismos de transporte de proteinas tém sido mais estudados no caso das
leveduras, embora permanecam algumas dividas (FErdman et al,, 1997).

Situacio igualmente interessante, indicadora de uma regulacao dos peroxissomas pelo 17B-
estradiol, foi aquela observada nas glandulas uropigiais de patos fémeas na época do
acasalamento. Nestas, bem como nos machos injectados com 17B-estradiol, observou-se a
producio da feromona feminina (diésteres de acidos gordos 3-hidroxi) naquelas glandulas. Os
estudos de microscopia electronica sugeriram o envolvimento dos peroxissomas na sintese desta
feromona ao demonstrarem a indugdo de peroxissomas de maiores dimensGes, bem como em
grande numero, na glandula uropigial das féemeas, durante o perido de acasalamento, e nos
machos injectados com 17B-estradiol (Bohnet et al.,, 1991) Assim, neste caso, o 17B-estradiol
comportou-se como um proliferador peroxissomal, papel contrario 20 que exerceu sobre os
peroxissomas hepaticos de truta fario em condi¢Ses naturais (Rocha et al,, 1999). Ja no presente
estudo, nas trutas sob acgio do 17B-estradiol na concentragio de 100 pg/L, este, parece ter
exercido um efeito parcialmente semelhante ao ocorrido na glandula uropigial dos patos pois, de
igual modo, observou-se um aumento da densidade numérica dos peroxissomas hepaticos.
Contudo, nio houve na truta fario um aumento da dimensio dos organelos, mas, pelo contrario,
uma reducio.

Convém realcar o facto de no actual trabalho nio se ter procedido a determinacio do
volume médio dos hepatdcito. Por isso, o aumento relativo do nimero de peroxissomas nos
animais tratados com 100 pg/L de 17B-estradiol, podera n3o corresponder a um acrescimo do
nimero total de peroxissomas por célula. Portanto, trés situacdes podem ter ocorrido: 1) uma

diminuicio do volume dos hepatocitos que podera ter levado a um aumento da densidade
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numérica peroxissomal, mas nfo necessariamente do seu numero efectivo por célula; 2) um
aumento da densidade numérica peroxissomal bem como do seu numero efectivo por célula,
apesar da diminuicdo do volume absoluto do hepatécito; 3) embora ndo ocorrendo modificagSes
do volume dos hepatécitos, pode existir um aumento da densidade numérica peroxissomal e do
seu niimero efectivo por célula. Contudo, como 2 medida que o nivel do 17B-estradiol é mais
elevado parece haver, quer uma ligeira diminuicdo do volume dos hepatocitos, quer um aumento
do niimero destas células por figado (Rocha, 2000), o mais provavel no presente estudo fot ndo
ter ocorrido um acréscimo real do nimero absoluto de peroxissomas por célula.

No meio aquatico, um excelente biomarcador para a determinagdo da actividade
estrogénica de um xenobidtico nos vertebrados oviparos, principalmente, nos peixes machos,
consiste na medicio do percursor do vitelo, a vitelogenina (Sumpter e Jobling, 1995; Ankley et al.,
1998; Kime et al., 1999). O 17B-estradiol é o principal estrogénio vitelogénico em fémeas de
teledsteos, (Chester-Jones et al., 1987), apesar de os testiculos de alguns peixes, como acontece
com os machos da truta arco-iris e da carpa, poderem também produzir pequenas quantidades de
estradiol (Fostier et al.,, 1983). Além do mais, os peixes machos, asstm como os juvenis imaturos
possuem, igualmente, o gene da vitelogenina. Tudo isto faz com que estes, tal como nas fémeas,
quando na presenca do 17B-estradiol, sejam capazes de sintetizar a referida proteina (Idler e
Campbell, 1980; Maitre et al,, 1985; Kime et al., 1999). Contudo, nos peixes imaturos e nos
machos em condices normais, os niveis desta glicolipofosfoproteina sio muito baixos, nio
sendo correlacionaveis com o estado de maturidade sexual, contrariamente a0 que acontece nas
fémeas (Copeland et al., 1986).

Sdo ainda limitados os estudos baseados na indugio da vitelogenina usando espécies de
4gua doce ou salgada. Para além disso, a comparagdo dos resultados entre as diferentes espécies e
a amplitude das suas respostas sio dificultadas pelos varios métodos de exposicio empregues
(por dissolugdo na 4gua ou por injecgdo intraperitonial) e uso de diversos compostos estrogénicos
(Allen et al., 1999). No entanto, os nossos resultados claramente demonstram que a truta fano
imatura é extremamente sensivel ao 17PB-estradiol nas concentracbes testadas e respondem
produzindo niveis elevados de vitelogenina; em relagdo ao grupo controlo, foram observados
aumentos de cerca de 52.000, 300.000 e 180.000 vezes da concentragio desta proteina no plasma
ap6s 30 dias de exposicio 20 estrogénio nas concentragdes de 1 pg/L, 50 pg/L e 100 pg/L,
respectivamente. Contudo, uma resposta de igual significincia (teste de Duncan: p<0,001) foi
observada entre os grupos controlo e de tratamento anteriormente referidos.

Alids, com base no doseamento plasmatico de 17B-estradiol por EIA, parece nio haver

uma relacio entre os valores de vitelogenina induzidos por esta hormona e as diferentes doses de
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17B-estradiol plasmatico quantificadas nos grupos dé trutas controlo e nos sujeitos ao esterdide a
50 pg/L e a 100 pg/L. Neste trabalho, constatou-se nio terem ocorrido quaisquer diferencas
significativas nos niveis plasmaticos de 17B-estradiol entre os gupos de peixes atrds mencionados.
No entanto, apesar do valor de 17B-estradiol plasmatico doseado nos animais expostos a esta
hormona na dose de 50 pg/L ser inferior aquele quantificado nos peixes controlo, os niveis
vitelogénicos foram muito superiores naquele grupo de animais. Assim, uma aparente falta de
correlagio positiva parece ocorrer entre os niveis plasmaticos de vitelogenina e de 17B-estradiol
doseados nos grupos de animais referidos. Esta situagio talvez se deva ao facto dos estrogénios
naturais, 20 contrario do que sucede com as hormonas estrogénicas sintéticas (como por exemplo
acontece com o 17at-etinilestradiol e o mestranol) serem, tal como ocorre no homem, destruidas
no figado num curto periodo de tempo, apds a sua absorgdo gastromntestinal para a circulagio
porta (Guyton e Hall, 1996). Deste modo, quando se procedeu a quantificagio do 17B-estradiol
plasmatico nas trutas expostas a concentragio de 50 pg/L, o nivel real desta hormona ja era
muito baixo devido a sua rapida degradacgio hepatica.

Como nos individuos tratados com 17B-estradiol na dose de 100 pg/L se registou uma
taxa de mortalidade consideravel (71%) bem como uma menor dose plasmatica nos niveis de
vitelogenina comparativamente 20s obtidos pelos peixes expostos ao 17B-estradiol na
concentracio de 50 pg/L, tais factos poderio ser devidos a toxicidade do estrogénio quando
aplicado em doses tio elevadas, tal como descrito para Xengpus leavis, na truta arco-iris e na solha
de Verdo (Paralichthys dentatus) (Hamilton, 1977; Herman e Kincaid, 1988; Folmar et al., 2001).
Alias, a medaca japonesa parece ser ainda mais sensivel aos efeitos resultantes do estrogénio do
que a truta fario, pois na exposi¢io daquela ao 17B-estradiol nas concentragdes de 0,1 pg/L, 1
ug/L e 10 pg/L, observou-se uma taxa de mortalidade de 21%, 33% e 69%, respectivamente
(Nimrod e Benson, 1998)

O 17B-estradiol é conhecido por estimular a sintese da vitelogenina no decorrer da
vitelogénese, a qual seri captada pelo ovécito em desenvolvimento (Yoshikuni e Nagahama,
1991). A esta etapa deve-se cerca de 95% do peso final do ovo (Tyler, 1991). Nos teleosteos, a
vitelogénese é promovida por um mecanismo em dois passos, no qual as gonadotrofmas
aumentam a secre¢io de 17fB-estradiol pelo ovario, que por sua vez estimula a sintese hepatica e
induz a transcricio do gene da vitelogenina (Chester-Jones et al., 1987). Ou seja, o gene da
vitelogenina é sensivel ao 17P-estradiol, estando a expressdo daquela glicolipofostoproteina

dependente da interacgdo do estrogénio com o respectivo receptor (Chen, 1983). Uma vez
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segregada dos hepatécitos para o sangue, a vitelogenina chega a0 ovario, atravessa as camadas
foliculares em volta do ovécito em crescimento, liga-se a um receptor altamente selectivo na
superficie daquele e € entdo captada por um processo de endocitose mediada por receptores. Na
truta, a sequestracao da vitelogenina é extremamente ripida, sendo a sua taxa superior nos
foliculos maiores (Chester-Jones et al., 1987; Evans, 1998)

Contudo, quando as gonadotrofinas que estimulam a deposicio da vitelogenina nos
ovocitos nao estdo presentes, ou quando as génadas nio contém ovdcitos (Ovarios imaturos ou
testiculos) de modo a permitir a sua sequestracio da corrente sanguinea, esta proteina vai
acumular-se fora das génadas (Herman e Kincaid, 1988; Folmar et al., 2001). Sao necessarios
cerca de cinco meses para os peixes machos eliminarem a vitelogenina do sangue, mesmo apos a
retirada do estimulo estrogénico (Elliot et al., 1979). Para além da vitelogenina, proteinas ditas
coriogénicas, sio também induzidas pelo 17-estradiol (Hyllner et al., 1991; Aruke et al., 1997,
Yadette et al,, 1999). Do mesmo modo que a vitelogenina, as restantes proteinas referidas sio
também denominadas proteinas “Orfds” nos peixes machos ou fémeas imaturas, devido %
auséncia do local proprio (ovario maduro) para a sua deposicio (Folmar et al., 2001). Assim,
devido as elevadas concentracSes de proteinas no plasma, as vias normais para a sua eliminacio
ficam subcarregadas, acabando por se acumular em certos 6rgio tais como no intestino, figado,
rins e até nos proprios testiculos (particularmente dentro dos ductos seminiferos e tecidos
intersticiais), 0 que pode originar hemorragias locais, conduzindo, em casos extremos 4 morte
(Herman e Kincaid, 1988; Folmar et al., 2001). Por outro lado, a sintese continua de vitelogenina
pode conduzir a um elevado consumo de aminoacidos e lipidos vitais, bem com 2 perda de calcio
das escamas e esqueleto dos peixes o que, provavelmente, debilitari o seu sistema imunulégico,
tomando os individuos mais susceptiveis as doencas (Carragher e Sumpter, 1991).

Um aumento altamente significativo de vitelogenina, embora sendo de menor magnitude
comparativamente com as observadas nos peixes expostos a qualquer uma das doses de 17B-
estradiol, ocorreu também nos peixes sujeitos aos alquilfendis, quer isoladamente, quer em
simultaneo, o que demonstra o efeito estrogénico dos quimicos mencionados. Alids se niveis
baixos de vitelogenina no plasma, na ordem dos 0,22 pg/ml, foram doseados nos peixes
controlo, sendo portanto superiores aqueles quantificados em peixes imaturos de outras espécies
(Van Bohemen et al, 1982; Copeland et al., 1986) entio, nos peixes sob a accdao conjunta dos
alquilfen6is, um aumento para 5502 pg/ml, representou uma inducio de aproximadamente
25.000 vezes. Para além disso, nos animais tratados com 4-tert-butilfenol foi encontrada uma
concentragio plasmatica de 3752 pg/ml de vitelogenina, o que correspondeu um aumento de

17.000 vezes. No que se refere as trutas expostas a0 4-nonilfenol, o aumento para 2740 pug/ml
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desta proteina equivalen a um acréscimo de cerca de 12.500 vezes. Contudo, apesar dos
resultados obtidos, verificou-se a auséncia de qualquer diferenca significativa entre os grupos
expostos a0 4-nonilfenol e a0 4-tert-butilfenol. Assim, podemos ordenar estes alquilfenois por
ordem de poténcia estrogénica de acordo com a magnitude da resposta obtida na truta fario:
4-tert-butilfenol + 4-nonilfenol > 4-nonilfenol = 4-tert-butifenol.

Se por um lado ¢ consistente a informagio disponivel sobre a poténcia estrogénica in zivo €
in witro dos alquilfenéis relativamente ao 17B-estradiol, o mesmo ja ndo acontece quando se
procede a comparacio de tal actividade entre os diferentes alquilfendis. Concordantes com os
nossos resultados, relativamente a ac¢io isolada do 4-nonilfencl e 4-tert-butilfenol, foram os
obtidos por Soto et al. (1992) com culturas de células cancerigenas da glandula mamaria (MCF-7).
Por sua vez, ensaios iz wifro usando estirpes recombinantes de leveduras, constataram que uma
Unica dose de 4-nonilfenol era mais potente do que a de 4-tert-butilfenol (Routledge e Sumpter,
1997). Ja o bioensaio efectuado com culturas de hepatdcidos da truta arco-iris obteve resultados
contrarios a este iltimo relatado (Jobling e Sumpter, 1993).

Quando comparamos entre si a poténcia relativa dos alquilfendis, nos diversos sistemas de
ensaios, a disparidade de resultados observados pode ser devida a diferentes factores, tais como
os relacionados com as caracteristicas do produto utilizado e seu modo de administracio, bem
como os inerentes 4 propria espécie (Beresford et al, 2000; Hasmall et al, 2000). E
presentemente conhecido o facto de caracteristicas quimicas particulares serem necessarias para a
actividade estrogénica. Verificou-se que apenas os alquilfendis com um grupo alquil possuindo 3
carbonos, no minimo, apresentam a referida actividade, sendo esta 6ptima naqueles com um
grupo alquil com ramificagio terciaria (Routledge e Sumpter, 1997).

Os alquilfendis disponivets comercialmente consistem numa mistura complexa de
homélogos, isdomeros ¢ oligbmeros. Isto sugere que pode haver apenas um composto com uma
forma estrogénica estruturalmente activa. A separagdo destas misturas em isémeros e oligdmeros
€ necessaria para responder a esta questio (Routledge e Sumpter, 1996). Ora, segundo a
informacio do distribuidor, o nosso composto 4-nonilfenol continha 90% de 1sdmeros para deste
alquilfenol. No entanto, nenhuma informagdo nos foi facultada a cerca da composicio da solugao
4-tert-butilfenol. Assim, diferencas existentes na constituigdo dos dois compostos alquilfendlicos
mencionados relativamente a quantidade presente de isdomeros para lineares, com ramificagio
secundarta ou terciaria, bem como a respectiva concentracio molar de cada um deles, podem ter
influenciado os resultados obtidos.

Outro aspecto importante a considerar quando se avalta a poténcia dos alquilfendis ou

outros compostos estrogénicos diz respeito aos factores inerentes ao proprio organismo, tais
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como: 0 sexo ¢ seu estado de desenvolvimento: a quantidade de receptores estrogénicos
existentes no figado e sua afinidade de ligagdo, seja para o quimico, seja para a proteina
transportadora (globulina de ligacio das hormonas sexuais), as quais normalmente actuam como
mecanismos de armazenamento das hormonas esterdides; a capacidade dos alquilfendis para
serem bioacumulados, metabolizados e consequentemente excretados (Pottinger, 1986; Pakdel et
al., 1991; Smith and Thomas, 1991; Campbell et al., 1994; Thomas, 1997; Spearow et al., 1999).

Os avangos da civilizagdo, inevitavelmente interligados com o aumento da populacio,
fazem com que volumes de 4gua cada vez maiores sejam utilizados, originando, assim,
quantidades crescentes de esgotos, quer industriats, quer domésticos e, no melhor dos casos, de
efluentes ortundos das estagSes de tratamento de aguas residuats, acabando, em ambos os casos,
por serem despejados nos rios, mares e lagos. Deste modo, os peixes e restantes organismos
proprios destes habitats ficam expostos, provavelmente, nio apenas a um quimico estrogénico,
mas sim 2 uma complexa mistura de compostos de natureza estrogénica natural ou
antropogeénica, devido a sua parcial ou completa resisténcia a biodegradacao, mesmo durante os
processos de tratamento (Desbrow et al, 1998). Embora estes compostos possuam, na sua
maioria, um baixo grau de actividade estrogénica, quando combinados podem originar a
ocorréncia de possiveis efeitos aditivos ou sinergéticos entre eles.

De modo a estudar estes provavets efeitos, foi incluido neste estudo um grupo de trutas ja
mencionado, sujeito a ambos os pseudo-estrogénios 4-nonilfenol e 4-tert-butilfenol. Assim, neste
grupo, constatou-se ter ocorrido um efeito estrogénico superior em compara¢io com aquele
tratado com o 4-nonilfenol (p<0,01), ndo havendo diferencas significativas relativamente aos
peixes sujeitos ao 4-tert-butilfenol. Portanto, a exposigio das trutas ao 4-nonilfenol
stmultaneamente com o 4-tert-butilfenol estimulou significativamente mais a expressio do gene
da vitelogenina do que aquela induzida pelo 4-nonilfenol isoladamente. Portanto, os nossos
resultados sugerem-nos que a poténcia estrogénica de certos pseudo-estrogénios, quando testada
soladamente, corre o risco de ser subestimada. Com base nesta informagio preliminar, podemos
afirmar que o efeito observado nesta experiéncia, embora nio sendo sinergético ou aditivo, foi
certamente acrescido. Por outro lado, os resultados relatados por Amold et al. (1996)
evidencraram os efeitos sinergéticos resultantes da jungio de 2 compostos, também com
conhecido efeito estrogénico. Contudo, presentemente, gerou-se uma controvérsia a volta deste
resultados iniciats, admitindo-se ser tal efeito meramente aditivo (Gillesby et al.,, 1998). Estes
resultados estao de acordo com a ideia de que a interaccao de multiplos quimicos com o receptor
estrogénico implica a existéncia de complexas vias de comunicacio entre os sisternas biologicos e

os agentes ambientais (Armold et al., 1996).
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Foi preocupacio deste trabalho estudar quantitativamente, com base em métodos
estereologicos  classicos, as alteracdes morfologicas induzidas pelo 17B-estradiol, aos
peroxissomas dos hepatéeitos. Contudo, devido a magnitude das modificaces citologicas
observadas nestas células, nomeadamente no que respeita ao gligogénio, reticulo endoplasmatico
rugoso, mitocondrias e corpos densos, estas foram dignas de breves consideragdes baseadas
numa analise atenta, apenas em termos qualitativos. O grau das alteragSes ultra-estruturais
verificadas nos hepatocitos de truta fario, que parecem ter afectado os organelos atras
mencionados, supde-se estar dependente da dose de 17B-estradiol a que os peixes foram
submetidos (1 pg/L e 100 pg/L), sendo, portanto, mais pronunciado nos peixes tratados com o
estrogénio na concentracio mais elevada.

Deste modo, relativamente aos animais controlo, notou-se uma diminuicdo na quantidade
de glicogénio existente nos hepatbcitos, parecendo tal decréscimo ser superior nos animais
tratados com 100 pg/L onde, alids, se constatou o seu desaparecimento no final do periodo de
exposicdo. Este efeito é concordante com o de outros estudos bioquimicos e histologicos
previamente descritos em varias espécies de teledsteos, os quais demonstram também ocorrer
uma deplecio do glicogénio apds exposicdo ao 17B-estradiol, assim como durante o periodo
vitelogénico (Haux e Norberg, 1985; Veranic e Pipan, 1992; Rocha, 2000). O decréscimo dos
nivets de glicogénio na vitelogénese ¢ um dado a favor da teoria que sustenta que existe uma
progressiva exaustio das reservas hepaticas de glicogénio durante todo o periodo vitelogénico
natural, o qual serd devido aos crescentes niveis de esterdides femininos (Bohemen et al., 1982;
Rocha, 2000).

Comparativamente com os animais controlo, ocorreu também uma dilatagdo das cisternas
do reticulo endoplasmatico rugoso, sendo este efeito observado nalguns dos hepatdcitos dos

peixes tratados com 17B-estradiol na dose de 1 pg/L mas, principalmente, na matonia daqueles

pertencentes 20s individuos sob accdo do 17B-estradiol na concentracio de 100 pg/L. Nestes
animais, o reticulo aparece, por vezes, fragmentado. A dilatagio do reticulo endoplasmatico
rugoso foi também observada no peixe Zebra exposto durante 30 dias a 1ug/L de 17B-estradiol
(Veranic e Pipan, 1992). Tal alteracio ultra-estrutural pensa-se ser atribuida 2 um aumento da
sintese proteica, associada a uma reduzida actividade secretora daquela (Folmar et al., 2001;
Amold et al., 1995).

Relativamente 4s mitocondrias, verificimos que a medida que o nivel de 17B-estradiol a
que as trutas foram sujeitas aumenta, o nimero de mitocondrias que surgem dilatadas, parece

também aumentar. Admite-se que estas alteracdes sejam o reflexo do stresse metabdlico a que
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estes organelos se encontram sujeitos devido a anormal e activa sintese de vitelogenina (Bohemen
et al,, 1981).

O aparecimento de corpos densos mais volumosos e em maior nimero parece ter
acontecido nos hepatécitos dos peixes sujeitos a concentragio superior de 17B-estradiol, em
comparacio com o controlo. Em trabalhos realizados anteriormente com a truta fario verificou-
se que estes organelos apresentam variagGes sazonats (Rocha, 2000). No periodo vitelogenico,
tanto o volume por célula como por figado aumentaram, tendo sido estimado um maior volume
total de corpos densos nos hepatocitos das fémeas. Ja na época pos-reprodutiva, e para ambos os
sexos, constatou-se uma regressao das referidas estruturas. Deste modo, fo1 proposto que a
quantidade de lisossomas seja também regulada pelos niveis plasmaticos de esterdtdes femininos
(Rocha, 2000). Por outro lado, é também possivel que a formagio dos corpos densos esteja
relacionada com a secregio de proteinas (vitelogenina e outras) (Bohemen et al.,, 1981; Folmar et
al., 2001).

No presente trabalho, as alteragbes ja descritas para os niveis de vitelogenina e indice

hepato-somatico, levam-nos a supor ter-se desencadeado nas trutas sob influéncia do 17B-

estradiol na dose de 50 pg/L um processo idéntico aquele que ocorre durante o periodo
vitelogénico. Tal hipétese é apoiada em estudos efectuados com trutas firio adultas, pots em
fémeas em fase vitelogénica constatou-se n3o s6 uma reducdo semelhante nas actividades
enzimaticas por nés analisadas (Rocha et al., 20002), como também o tipo de modificaces
celulares j4 mencionadas, para além de um aumento no indice referido (Rocha, 2000). Este
acréscimo supde-se ser devido ao aumento do nimero de hepatocitos (hiperplasia) em
contraposi¢io a0 dogma vigente de que variagdes sazonais no peso do figado (nomeadamente na
época pré-reprodutiva) sdo devidas a modificacbes (hipertrofia) no volume de cada hepatocito.
Tais trabalhos demonstraram também que o volume de certos organelos por célula, como por
exemplo do reticulo endoplasmatico rugoso e do aparelho de Golgi, os quais proliferaram, néo se
alteraram a0 longo do ciclo reprodutivo, sendo contudo maior o seu volume total hepatico nas
fémeas em vitelogénese (Rocha, 2000).

Por outro lado, a concentracio mais elevada de 17B-estradiol parece causar sobre os
hepatécitos dos peixes consequéncias prejudiciais. Assim, os efeitos decotrentes de uma elevada
sintese de vitelogenina, os quais parecem ter conduzido a uma exaustdo metabodlica da célula,
aliada, provavelmente, a0 do efeito téxico do 17B-estradiol, parecem traduzir-se por um aumento
das cisternas fragmentadas do reticulo endoplasmatico rugoso e de mitocéndrias dilatadas.
Acresce que, neste grupo de peixes, o aumento do nimero de peroxissomas por unidade de

volume de hepatécito e, uma vez que tal situagio nio ocorre nas fémeas maturas durante o
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perido vitelogénico (Setembro-Dezembro) (Rocha et al., 1999), tal alteragio morfologica podera
ser também indicadora do efeito toxicolégico resultante do 17B-estradiol quando presente em
quantidades tio elevadas. Esta situagdo manifestou-se nestas trutas por uma perda do seu apetite
e diminui¢do da sua mobilidade. A confirmacio deste estado é nos dada pelo factor de condicio
destes trutas, pois embora nio sendo significativamente diferente dos restantes grupos de animais
tratados com o 17B-estradiol, apresenta o valor menos favoravel, bem como a taxa de
mortalidade superior. Para além disso, constatamos ter occorrido nestes animais uma queda
abrupta da actividade, quer por grama de figado, quer por miligrama de proteina das enzimas
estudadas.

Se por um lado, na truta fario, ao longo do seu ciclo reprodutor, e mais particularmente
durante o més de Setembro (periodo vitelogénico), a reducio observada nas actividades
enzimaticas dos peroxissomas hepaticos (catalase e oxidases do urato, glicolato e palmitoil-CoA),
conjuntamente com a manuten¢io do seu numero absoluto, parece estar relacionada com a
diminui¢io do volume absoluto dos peroxissomas por hepatdcito (Rocha et al., 1999; Rocha et
al.,, 2000a), ¢ provavel o mesmo nio acontecer na actual situacio experimental. Isto porque,
apesar de nos peixes sujeitos a dose maxima de 17B-estradiol (100 pg/L) ter igualmente ocorrido
uma diminui¢do no volume médio dos peroxissomas hepaticos, esta, ao contrario do que sucedeu
na sttuagao natural acima descrita, ao ser acompanhada por um aumento na densidade numérica
destes organelos, fez com que a sua densidade volumétrica nio fosse significativamente diferente
do grupo de trutas controlo.

Este trabalho, como ja havia mencionado, para além de pretender investigar as alteracGes
morfoldgicas dos peroxissomas causadas pelo 17B-estradiol, teve também como objectivo
estudar as variacdes de certas actividades enzimaticas pertencentes aquele organelo induzidas por
tal hormona, procurando, deste modo, relaciona-las com as modificacdes estruturais referidas.
Para além disso, foram igualmente analisadas as vana¢Ses enzimaticas causados por alquilfendis.

Os ensaios realizados decorreram em duas fases distintas. Estas diferiram entre si no que
reapeita a idade dos peixes empregues e, também, a certas condigbes da sua manutencio. Assim,
na 1% fase, as trutas de 1 ano e 3 meses de idade foram mantidas em tanques com a capacidade de
233 L, e temperatura da agua de 17°C. Ja na 2° fase experimental, ndo s os peixes eram um
pouco maits novos (1 ano), como também fo1 inferior a temperatura da dgua a que os organismos
foram expostos, sendo esta de 13°C, possuindo os tanques a capacidade de 319 L.

Sendo a truta fario um peixe de aguas frias, é provavel que a temperatura relativamente
elevada a que foram sujeitas durante o 1° ensaio tenha provocado alteragdes nas actividades

enzimaticas peroxissomais no sentido da sua diminuicio por mecanismos ainda desconhecidos,
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comparativamente com aquelas exibidas pelas trutas controlo da 2* fase. Por outro lado, tendo o
tanque empregue na 1* fase menor capacidade do que o da 2° fase, tal facto, pode ter contribuido
para um maior grau de stresse nos peixes controlo primeiramente utilizados devido também a
maior probabilidade de confronto entre eles. Esta situagio, conjuntamente com o factor
temperatura, pode estar na origem das diferentes actividades enzimaticas observadas entre os dots
grupos controlo. As diferengas de peso e comprimento verificadas entre tais grupos, maiores para
ambos os parametros fisicos no 1°, devem-se ao facto destes individuos serem trés meses mais
velhos do que os da 2* fase. No entanto, esta diferenga de idade parece nio ser um factor
importante, uma vez que nao foram encontradas diferencas entre as actividades enzimaticas do
grupo controlo empregue na 2° fase e aquelas quantificadas em trutas fario com 2 anos de idade
na periodo compreendido entre Fevereiro e Maio, época em que as gonadas estio menos
desenvolvidas, e em que ha niveis de hormonas circulantes mais reduzidos (Rocha et al., 2000a)

Assim, dependente da dose de 17B-estradiol a que os peixes foram sujeitos, observamos ter
ocorrido uma diminui¢io nas actividades das enzimas peroxissomais analisadas. Contudo tal
decréscimo s6 foi significativamente diferente quando se procedeu a comparagio das trutas
controlo com os individuos sujeitos ao 17P-estradiol nas doses de 50 pg/L e 100 pg/L. Apenas
se verifica uma excepgio na actividade por grama de figado da D-aminoacidos oxidase entre os
peixes controlo e aqueles tratados com 50 pg/L de 17B-estradiol onde nio foi detectada qualquer
diferenca significativa. Quando se efectuou a comparagio das actividades enzimaticas entre os
grupos de tratamento sujeitos ao 17B-estradiol, verificamos a ocorréncia de uma diminuigio
significativa com diferentes amplitudes somente no caso da actividade por grama de figado das
oxidases glicolato e D-aminoacidos entre os animais tratados com 50 pug/L e 100 pg/L. Tal facto
leva-nos a admitir que, em relagdo ao grupo controlo, nao obstante o maior decréscimo das
actividades enzimaticas observado nestas trutas ter sido provocado pelo 17B-estradiol na
concentracio maxima, este ndo é estatisticamente diferente para a maioria daqueles registados
nos individuos tratados com 17B-estradiol na dose de 50 pg/L.

Por outro lado, nos peixes controlo expostos aos alquilfenois utilizados (4-tert-butilfenol e
4-nonilfenol) e da sua mistura, apenas a actividade da palmitoil-CoA ¢ afectada significativamente
relativamente ao controlo, observando-se uma diminuicio de maior amplitude nos animais
sujeitos a0 4-nonilfenol. Ja a actividade por miligrama de proteina da D-aminoacidos oxidase
registou também um decréscimo significativo, mas apenas entre o grupo controlo e as trutas
tratadas com nonilfenol. Para além do mais, nos peixes tratados com os alquilfenéis, verificou-se
que a redugdo ocorrida nas actividade da catalase e das oxidase glicolato, D-aminoacidos e

palmitoil-CoA (nestas duas ultimas enzimas apenas quando expressas por miligrama de proteina)
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situa-se em nivets ntermédios entre os peixes controlo e os animais expostos a agua contendo
17B-estradiol.

Assim, o efeito sobre os peroxissomas teoricamente previsto foi induzido nos animais
expostos aos alquilfenois, pois estes apresentaram, em geral, actividades significattvamente mais
baixas das enzimas estudadas, como acontece com a palmitoil-CoA oxidase, em comparagio com
o controlo. Nos animais tratados com os alquilfendis, assim como naqueles sob a ac¢do do 17f-
estradiol na dose minima, ndo foram detectadas, em relagio ao respectivo grupo controlo,
diferencas significativas entre os parametros fisicos dos animais. Relativamente as alteracdes que
tais compostos exercem sobre as actividades enzimaticas peroxissomais dos peixes, verificamos
que os alquilfendis reduzem a actividade de certas enzimas, sendo esta significativa apenas para os
casos da palmitoil-CoA oxidase, e da D-aminoacidos oxidase (mg de proteina; afectada apenas
pelo 4-nonilfenol). O 17B-estradiol na concentragio de 1 pg/L, embora nio tenha provocado a
diminuicio significativa da actividade de nenhuma das enzimas estudadas, esta situou-se muito
proximo do seu limiar de significincia para as enzimas catalase e urato oxidase, quando
determinadas por miligrama de proteina.

Localizada na matriz dos peroxissomas, a catalase ¢, muitas vezes, a enzima mats abundante
deste organelo. Apesar de muitas vezes ser usada como marcador especifico para a identificagio
dos peroxissomas, ¢ também encontrada noutros compartimentos celulares das células
eucaribticas, tal como acontece no reticulo endoplasmatico, mitocondras e citosol (Xian Yu et
al., 1997). Esta enzima comporta-se como uma importante barreira antioxidante contra formas
reactivas de oxigénio produzidas pela actividade das oxidases flavinicas peroxissomais e outros
processos celulares (Shing, 1997). Contrariamente ao que sucede com as enzimas da -oxidagio e
certas proteinas da membrana peroxissomal, a transcricio da catalase nio pode ser induzida
directamente pelos receptores activados dos proliferadores peroxissomais (PPAR) por nio
possuir o elemento resposta dos proliferadores peroxissomats (PPER). Todavia, nos peixes, bem
como noutros animais, foi proposta a indug¢do da catalase mediante condi¢des propicias a criagdo
de formas reactivas de oxigénio (Livingstone et al., 1990; Mihaich e D1 Giulio, 1991; Solé et al.,
1995; Pedrajas et al., 1996). Pelo contrario, como no presente estudo se venficou uma reducio
das actividades das enzimas flavinicas analisadas, principalmente nos peixes sujeitos ao
17B-estradiol nas dose de 50 pg/L e 100 pg/L, é provavel ter ocorrido um decréscimo na
quantidade de formas reactivas de oxigénio produzidas por tats enzimas e, consequentemente, ter
havido uma menor necessidade para a estimulacio da catalase. Alids, constata-se que a diferenca
encontrada para a actividade desta enzima entre os peixes controlo e aqueles expostos ao

17B-estradiol nas concentragdes atras referidas sdo de grande significancia. O mesmo acontece
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entre aquelas trutas sujeitas ao 17B-estradiol nas doses de 50 pg/L e 100 pg/L. Uma reducio na
actividade da catalase (proxima dos 40%) foi também observada nos peroxissomas dos ratos
expostos ao xenobiotico PCB126, comparativamente ao controlo (Atiyoshi et al., 1998).

Tal como para a catalase, as oxidases D-aminoacidos e glicolato (também conhecida por
L-a-hidroxi oxidase A) também ndo sio induzidas por meio de um processo regulado pelo
PPAR. Contudo, a fungdo da enzima D-aminodcidos oxidase permanece obscura e portanto, a
diminuicdo da sua actividade encontrada neste trabalho ¢ dificil de interpretar. No entanto, i# uio,
a D-aminoacidos oxidase parece ter um papel muito impottante na desintoxica¢io dos D-
aminoacidos de origem enddgena ou exdgena (D Aniello et al., 1993). Muito interessante tem
sido a constatacio da presenca de varios D-aminoacidos em certos peptideos, os quais se
comportam como neurotransmissores nos roedores, anfibios e, principalmente, nos moluscos
(D" Aniello et al,, 1993; Yasuda-Kamalani et al., 1995). Tem também sido sugerido que o
glioxilato e algumas aminas podem formar 7z witw aductos, os quais se comportam como
excelentes substratos para as oxidases dos D-aminoacidos e glicolato (Zaar, 1992).

Neste trabalho, a diferenc¢a encontrada para a actividade da D-aminoacidos oxidase entre as
trutas tratadas com a hormona nas doses de 50 pg/L e 100 pg/L, em comparacio com os peixes
controlo, € (tal como acontece para a actividade por grama de figado da glicolato oxidase nos
peixes tratados com 50 pg/L de 17B-estradiol) de menor amplitude relativamente as restantes
enzimas. Contudo, um completo desaparecimento desta enzima foi observado nas zonas
peticentral e periportal do figado de ratos quando sujeitos aos conhecidos proliferadores
peroxissomais clofibrato e 4is(2-etilexil)ftalato (van der Munckhof et al., 1998). Por outro lado,
um desaparecimento quase total na actividade desta enzima, por grama de figado, ocorreu
também no figado dos ratos quando sujeitos ao proliferador peroxissomal Su-1437 (Leighton et
al., 1975).

Sob 2 acgdo do 17B-estradiol, a actividade por miligrama de proteina da glicolato oxidase
foi grandemente reduzida nos peixes expostos a hormona na concentragio de 50 pg/L e 100
pg/L. Quando analisada a actividade desta mesma enzima por grama de figado, verificamos que
o seu decréscimo nos animais tratados com 17B-estradiol na dose de 50 pg/L foi de menor
significancia ao anteriormente referido, tendo sido detectada uma diferenca significativa entre os
animais expostos a hormona nas doses de 50 pg/L e 100 ug/L. Ji nos animais sob a influéncia
dos alquilfendis nao fo1 observada qualquer diferenca significativa entre os grupos de tratamento
e controlo. Assim, uma vez mats fica patente o maior efeito repressor do 17B-estradiol sobre as

actividades enzimaticas comparativamente com os alquilfenéis. A diminuicio desta enzima
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peroxissomal ocorreu também no figado de rato sob a acgdo de proliferadores peroxissomais,
nomeadamente o clofibrato e o 4is(2-etilexil)ftalato, sendo tal efeito mais pronunciado na zona
pericentral, bem como com o Su-13437, onde um decréscimo (por grama de figado) proximo dos
70% foi observado (Leighton et al., 1975; van der Munckhof et al., 1998).

Purificada pela primeira vez por Mahler e sua equipa (1953) a partir do figado do porco, a
urato oxidase, também denominada uricase, pertence ao grupo das cupro-proteinas. Esta, tem
sido sempre observada como uma enzima peroxissomal (Hruban e Swiff, 1964; Veenhuis e
Bonga, 1979), localizando-se exclusivamente no nucledide deste organelo. Estudos recentes
levaram também 2 deteccio da actividade da urato oxidase na matriz dos peroxissomas dos
hepatécitos de rato (van der Munckhof el at ., 1998). O mesmo acontece nos peixes, anfibios e
crustaceos (Hruban e Swift, 1969; Usada et al., 1988; Noguchi et al., 1979; Hayashi et al., 1989).
Tal como acontece com a catalase e as oxidases D-aminoacidos e glicolato, também a urato
oxidase ndo é induzida por meio de um processo regulado pelo PPAR. A perda da actividade
desta enzima no homem torma-o susceptivel a acumulagio de 4cido trico, o que leva ao
surgimento de uma doenca denominada “gota”. Contudo, o desaparecimento da urato oxidase
parece nio trazer apenas desvantagens, uma vez que o 4cido Urico se comporta cOmo um potente
antioxidante, protegendo o organismo humano contra os efeitos do cancro e outros disturbios,
incluindo o envelhecimento causado por radicais livres (Ames et al., 1981).

Tal como acontece para as restantes enzimas analisadas, ndo sio conhecidos os
mecanismos que levam a uma diminuicio da actividade da urato oxidase nos peixes sob acgio de
certos alquilfenéis e do 17B-estradiol, bem como a sua completa inibicdo nos animais tratados
com este Gltimo composto referido na dose mais elevada. E possivel que estes quimicos ao
afectarem a estabilidade ou inibirem a sintese da referida enzima levem, tal como no homem, a
acumulacio de 4cido urico. Este, 20 comportar-se como um antioxidante, podera compensar a
diminuicio da actividade da catalase, contribuindo assim para a neutralizagdo das formas reactivas
de oxigénio que danificam a célula. Portanto, para apoiar esta hipotese toma-se agora necessario
um estudo com vista 2 medicio do nivel de 4cido drico nos peixes sujeitos a inibigdo estrogénica.

Foi também ja observada uma reducio na actividade da urato oxidase nos peroxissomas
dos hepatécitos de ratos sujeitos aos proliferadores peroxissomats clofibrato e benzafibrato,
sendo esta aproximadamente igual a 52% e 79%, respectivamente (Goldenberg et al., 1976;
Fahimi et al., 1993a). Uma diminuicio na actividade desta mesma enzima, quando analisada por
grama de figado, aconteceu nos ratos sujeitos a jejum (sensivelmente igual a 44%) e naqueles
tratados com o xenobidtico PCB126 ( proximo dos 56%). Tais diferencas constataram-se apenas

quando cada um dos grupos mencionados foi comparado com o grupo controlo ¢ aquele exposto
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a jejum, respectivamente (Ariyoshi et al, 1998). Também nestes animais tratados com o
proliferador peroxissomal Su-13437 foi registada um decréscimo de 50% na actividade, por
grama de figado, da urato oxidade. Por outro lado, nos ratos sujeitos ao bis(2-etilexil)ftalato
ocorreu, igualmente, uma diminui¢io, embora baixa, da actividade da urato oxidase, mas somente
nas regides peticentrais do figado (van der Munckhof et al., 1998).

Nos peixes, os peroxissomas desempenham um papel importante no consumo de cidos
gordos com vista 4 producio de energia. Em certas espécies, cerca de 30 a 50% da B-oxidagio
hepatica total ¢ iniciada por meio dos peroxissomas (Crockett e Sidell, 1993). Sabe-se que estes
organelos sao capazes de oxidar uma grande variedade de 4cidos gordos, incluindo 4cidos gordos
polinsaturados de cadeia longa e, principalmente, de cadeia muito longa, os quais sdo mais
dificilmente metabolizados através da B-oxidacio mitocondrial (Master e Crane, 1995). Refira-se
que a palmitoil-CoA oxidase ¢ a enzima limitante do sistema da B-oxidacio peroxissomal. Nos
roedores, a actividade desta enzima ¢é grandemente induzida pelos proliferadores peroxissomais
através da acgdo de um receptor nuclear (PPAR), o qual actua como um factor de transcrigao
especifico (Reddy e Mannaerts, 1994; Lemberger et al., 1996). Recorde-se que a catalase, as
oxidases D-aminoacidos, glicolato e urato, nio possuem nos respectivos genes o PPER, nio
podendo assim serem induzidas pelos PPARs. Pelo acima exposto, é evidente que as alteragGes
nas capacidades de B-oxidagio peroxissomal afectario, especialmente, o metabolismo dos 4cidos
gordos de cadeta longo e muito longa. Nas fémeas da truta arco-iris, os lipidos s3o utilizados,
preferencialmente, como fonte de energia durante o perfodo pré-vitelogénico e vitelogénico dito
“tipo I (Junho-Agosto), enquanto que durante a vitelogénese “tipo II” (Setembro-Novembro)
os lipidos mobilizados sdo fundamentalmente usados na producio de vitelogenina (Nassour e
Leger, 1989; Bon et al., 1997).

A composicao lipidica da vitelogenina tem sido extensivamente examinada nos teledsteos,
particularmente nos salmonideos. Assim, sabe-se que na truta fario, o contetido lipidico daquela
proteina corresponde a 19% do seu peso molecular, e que os fosfolipidos representam
aproximadamente 70% daquele total lipidico (Norberg e Haux, 1985). Num estudo efectuado
com quatro espécies de teledsteos, verificou-se que os dcidos gordos polinsaturados de cadeia
longa, especialmente do tipo 20:5 (n-3) e 22:6 (n-3) correspondiam a 50% do total de 4cidos
gordos do vitelo (Silversand e Haux, 1995). Nos teledsteos, a vitelogenina é um percursor
importante do vitelo, estando a sua composicio em acidos gordos possivelmente relacionada

com as exigéncias nutricionais necessirias para o desenvolvimento do embrido e da larva

(Silversand e Haux, 1995).
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Portanto, a redugdo da PB-oxidacdo peroxissomal que se verifica na presenca dos
compostos estrogénicos nonilfenol, butilfenol e mais particularmente do 17f-estradiol, com
destaque para as doses mais elevadas, podera ser favoravel a sintese de vitelogenina, uma vez que
tal reducdo conduzira a um diminuicio na taxa de consumo dos acidos gordos insaturados de
cadeia longa e muito longa, preferencialmente metabolizados pelos peroxissomas, os quais, volte-
se a referir, fazem parte da constitui¢do daquela glicolipofosfoproteina. Estudos efectuados em
peroxissomas hepaticos de rato, demonstraram que o 17B-estradiol nio exerce um efeito directo
na expressao do gene da acil-CoA oxidase, ao contrario do que sucede com os proliferadores
peroxissomais (Latruffe, 1993). Assim, tudo indica que o efeito do 17B-estradiol na B-oxidacio
peroxissomal é especifico do figado dos teledsteos. Deste modo, sera interessante estudar este
mecanismo num maior numero de espécies de peixes, bem como expandi-lo a outros vertebrados
oviparos.

Embora um nimero elevado de proliferadores peroxissomais capazes de induzir as
enzimas dos peroxissomas sejam ja conhecidos, pouco se sabe sobre os compostos que
provocam uma diminui¢io na actividade das enzimas mencionadas. Por outro lado, nio é de
excluir a possibilidade do 17B-estradiol poder, simultaneamente, actuar com um proliferador
peroxissomal, pots conduz a um aumento na densidade numérica dos peroxissomas, bem como
um repressor, uma vez que provoca um decréscimo nas dimensdes deste organelo e nas
actividade das enzimas estudadas. Refira-se o facto de certos proliferadores peroxissomais
estudados em mamiferos, nomeadamente o clofibrato, benzafibrato, Su-13437 e o bis(2-
etilexil)ftalato, serem também capazes de diminuirem a actividade de algumas enzimas
peroxissomais (Goldenberg et al., 1976; Fahimi et al., 1993a; van der Munckhof et al., 1998). Os
alquilfendts comportaram-se, igualmente, como potenciais repressores para algumas das
actividades das enzimas analisadas.

Uma vez que s3o desconhecidos os mecanismos responsavets pela redugio das actividades
peroxissomais estudadas devido aos quimicos empregues, varias hipoteses sdo aqui colocadas.
Assim, para além destes poderem exercer a sua acgdo, quer através da inibicdo da sintese das
enzimas, quer através do aumento da sua taxa de degradagio, tais compostos podem também
afectar os receptores e transportadores da membrana peroxissomal, o0 que dari origem a
alteracdes na sua permeabilidade, provavelmente afectando a importagio das enzimas
(Tsukamato et al., 1991; de Craemer et al., 1993). E assim, por um lado, necessario equacionar
uma série de aproximagdes experimentais para a verificacdo de cada uma das citadas hipoteses.
Por outro lado, toma-se imperativo o prolongamento do actual estudo de modo a medir o

volume absoluto do hepatdcito de trutas imaturas com vista a determinacio do nimero de
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peroxissomas por célula, procurando assim evidenciar o real efeito sobre o nimreo de
peroxissomas resultante da ac¢do do estrogénio em causa. A pertinéncia deste estudo é reforcada
pelo facto das alteracbes detectadas na maioria das actividades enzimaticas dos peixes tratados
com 17B-estradiol na dose de 50 ug/L terem sido semelhantes, em termos de significincia, as
induzidas nos individuos expostos a referida hormona na concentracio mais elevada. Do mesmo
modo, tendo por objectivo encontrar a dose minima de 17B-estradiol capaz de provocar tais
alteraces morfologicas e enzimaticas peroxissomais, sera muito Util a realizacio de um estudo
futuro utilizando uma gama de concentragdes nominais do referido estrogénio compreendida
entre os valores empregues neste trabalho. Aspecto interessante, também a ser investigado,
consiste no estudo da influéncia sobre os peroxissomas de compostos pseudo-estrogénios
possuidores de uma poténcia estrogénica (em termos da estimulagio do gene da vitelogenina)
superior 2 do 17B-estradiol, como acontece com o 17ct-etinilestradiol (Purdom et al., 1994;

Bowman et al.,, 2000). Quanto a aspectos moleculares, como o PPAR ¥ foi encontrado no figado
do salmio do Atlantico (Sadwo salar) (Ruyter et al., 1997), espera-se também existirem na truta
fario os genes correspondentes aos diferentes sub tipos de PPARs conhecidos. A quantificacio
da sua expressdo pode vir assim a fomecer importantes informacdes sobre o modo como os
peroxissomas s3o controlados pelas hormonas sexuais e outros compostos estrogénicos, 0s quais
poderio influenciar a sintese destes receptores, reguladores do metabolismo lipidico.

Como € ja do nosso conhecimento, o 170-etinilestradiol, é o principal composto
estrogénico sintético presente em certos contraceptivos orais. Trabalhos laboratoriais indicam
que este estrogénio sintético ¢ altamente estivel e persistente nas lamas activadas, pois nem
mesmo a0 fim de 120 horas de tratamento foi detectada a sua degradacio. Ora, tendo este
quimico sido encontrado nos efluentes provenientes das estacdes de tratamento de aguas
residuats, ao ser introduzido nos ecossistemas aquaticos pode interferir no metabolismo dos
peixes nio s6 ao nivel da sintese de vitelogenina (Desbrow et al., 1998), mas eventualmente nos
mecanismos peroxissomais, entre outros, pondo assim em causa a sua integridade fisica e
consequente viabilidade.

Por outro lado, podemos afirmar que a vitelogenina é um melhor biomarcador para a
determinacdio da actividade estrogénica dos xenobidticos, comparativamente as alteragSes
peroxissomats. Ordenando os compostos utilizados neste trabalho por ordem de poténcia
estrogénica o 17B-estradiol > 4-tertbutilfenol + 4-nonilfenol > 4-Nonilfenol = Butilfenol. As
alteragdes morfologicas e enzimaticas causados por tais compostos estrogénicos nos
peroxissomas sio muito menos sensiveis, tendo apenas surgido sob influéncia de concentragdes

muito elevadas de 17B-estradiol. Devido a reduzida variagio causada pelos alquilfenés nas

9%



DISCUSSAO

actividades enzimaticas, também ndo esperamos qﬁe as modificacdes morfologicas sejam muito
significativas. Contudo, ser4 importante a realizacdo de trabalhos futuros que visem o estudo de
possiveis alteragdes morfolégicas nos peroxissomas, as quats poderdo ser assoctadas as
modificacdes enzimaticas ocorridas, e, a existirem, permitirdio melhor formular o modo como as
alquilfendis perturbam o metabolismo peroxissomal; o que € agora um facto, descoberto pela 1°
vez no ambito desta tese.

Em suma, face aos resultados obtidos neste estudo, podemos afirmar que a hipotese por
nés equacionada, de existir uma diminuicio no tamanho e na actividade enzimatica dos
peroxissomas devido 2 accdo do 17B-estradiol, estava correcta. Os alquilfendis tém também um
efeito repressor sobre algumas das actividades enzimaticas, mas em menor grau e de forma néo
idéntica para todas as enzimas, o que é compreensivel devido 20 seu menor efeito estrogénico de

base.
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