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Introducao

Sinvastatina

e E um farmaco comum usado no tratamento da hiperlipidemia. \

 Responsavel pela inibicao da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) redutase.

* Contribui para o decréscimo da actividade da acil-coenzima A
aciltransferase (ACAT).

* Em mamiferos, € metabolizada no figado com tendéncia para ai
bioacumular.

* Em grandes doses ou combinada com outras substancias pode
aumentar o risco de miopatia.

 Em crustaceos, pode afectar a producao de hormonas que
regulam a muda, o crescimento e a reproducao.

Desager, D.J.P., Horsmans, Y., 1996. Clinical pharmacokinetics of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase inhibitors. Clin.
Pharmacokinet. 31, 348—371.




Introducao

Biomarcadores
Histopatoldgicos

Qualitativos
Quantitativos

Semi-
quantitativos

* Habitat: Zona intertidal;

Distribuicao: Sistemas costeiros Europeus;

* Alimentacao: Ulva spp. e Enteromorpha spp.;
* Alta relevancia ecoldgica e sensibilidade para
contaminantes.

Costa, F. 0., Costa, M. H., 2000. Review of the ecology of Gammarus locusta (L.). Polish Archives of Hydrobiology, 48, 541-559.
Au, D.W.T., 2004. The application of histo-cytopathological biomarkers in marine pollution monitoring: a review. Mar. Pollut. Bull. 48, 817-834.




Objectivos

1. Identificacao de biomarcadores qualitativos e quantitativos;

2. ldentificacao de alteracdes histopatologicas quantitativas no
hepatopancreas dos anfipodes, Gammarus locusta, expostos ao
farmaco sinvastatina;

3. Observacao de uma potencial relacao dose-resposta entre
concentracao de exposicao e os resultados dos biomarcadores
analisados;

4. Levantamento de potenciais diferencas, no que respeita ao modo
de reaccao aos contaminantes, entre machos e fémeas;

5. Contribuicao para descricao histologica do anfipode Gammarus
locusta.




Materiais e Métodos

* Teste U de Mann-Whitney
* Correlacoes de

pas por teste

ollande e Carnoy
parafina

de 5um de espessura

Legenda:
*MVD — Média do diametro de vacuolos ndao-digestivos
*MET — Média da espessura do epitélio

*ndv — Vacuolo nao-digestivo

*dv —Vacuolo digestivo
*nu — Nucleo

*R,F, B—CélulasR,FeB




Descricao Histologica

Legenda:

* hp — Hepatopancreas

* int — Intestino

* gn - Génadas

* msc — Musculo

* hs — Espaco hemal

* hv — Vaso hemolinfatico
* vnc — Corddes nervosos
- *eg—0vos

* per — Pereidpodes

e c — Exosqueleto




Descmgao Hlstologlca (2)

Legenda:

* F—Células F » dv — Vacuolo digestivo

* R—Células R * ndv — Vacuolo nao-digestivo

* B—Células B * nu — Nucleo




Avaliacao Histopatologica
Qualitativa

Infiltragao hemocitica
no musculo

Infiltracao hemocitica
no espaco hemal




Avaliacao Histopatologica
Quantitativa
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Curva dose-resposta nao linear
para a espessura média do
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Tendéncia para uma curva dose-
resposta nao linear no numero
médio de vacuolos nao-

digestivos.




Avaliacao Histopatologica
Quantitativa (2)
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Respostas nao significativas
para os trés racios.
Predominancia das células F
no epitélio.

q a, b
a,b
| T1 [ T2 . T3 |

T4

4.90+0.95

Ratio

Curva dose-resposta linear no
diametro médio dos vacuolos
nao-digestivos.

0.9 -
0.8 -
0.7 A
0.6 -
0.5 1
0.4
0.3 -
0.2 1
0.1 -
0.0 -

i

B Ratio F-cell BRatio R-cell ORatio B-cell




Analise Multivariada - Correlacao
de Spearman

MET MVD MVN R-ratio B-ratio F-ratio
MET 1.0000
MVD 04121 1.0000
MVN 0.3438 1.0000
R-ratio 02126 0.1843 0.3184 1.0000
B-ratio 20,1500 0.1702 0.0358 20,2869 1.0000

F-ratio -0.1088 -0.2722 -0.3007 - -0.1461 1.0000

* Osracios R e F apresentam uma forte correlacao negativa, tal
como esperado.

e A espessura e o numero de vacuolos apresentam uma
correlacao positiva significativa, o que demonstra a ligacao
entre os dois biomarcadores.




N of vacuoles (non-digestive)/cell
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Ratio F-cells

Thickness of tubular epithelia (pm)

0.9 -
0.8
0.7
0.6
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0.0 -

35
30

20
15
10

Machos versus Féemeas

B C

W Males

af @B ac.pa P

T1

T1

T2 T3 T4

OFemales

B Males

O Females

T2 T3 T4

0.18 -
0.16 -
0.14 A
0.12 -
0.10 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -
0.00 -

Ratio B-cells

W Males O Females

A espessura média do epitélio nas
fémeas apresenta uma variacao

nao-linear enquanto que os
machos nao apresentam variacoes
significativas.




Factor 2 : 24.24%
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Analise de Componentes
Principais (PCA)

Modelo 1 - Combinag¢ao de machos
e fémeas
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Factor 1 : 37.26%

O racio das células F esta
positivamente
correlacionado com a
concentracao, o que
pode indicar um
acréscimo da actividade
enzimatica.

O racio das células R esta
negativamente
correlacionado com a
concentracao, o que
pode estar associado a
deplecao lipidica.




Analise de Componentes
Principais (PCA)

Modelo 2 - Fémeas Modelo 3 - Machos
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* A correlacao positiva entre o racio das células F e a
concentracao de sinvastatina nas fémeas pode
revelar uma maior defesa antioxidante e maior

capacidade de eliminacao de contaminantes destas
ao contrario dos machos.




Consideracoes Finais

* A sinvastatina induziu alteracdes fisiolégicas e metabdlicas
dose-dependentes da concentracao de farmaco, no
Gammarus locusta, nao se tendo verificado lesoes
histopatoldgicas ou alteracdes morfologicas severas.

 Curvas dose-resposta bitdonicas que apresentam uma
resposta positiva até certa concentracao seguida de uma
resposta negativa associada a desregulacao metabdlica
com alteracdes ao nivel histopatoldgico.

* O hepatopancreas, sendo homologo ao figado dos
mamiferos, € o principal orgao afectado.




Consideracoes Finais (2)

A sinvastatina afecta o metabolismo de hidratos de
carbono do Gammarus locusta, com consequéncias ao
nivel das reservas de lipidos.

* Alteracdes na producao enzimatica, com variacoes no
desenvolvimento do reticulo endoplasmatico.

* Fémeas apresentam uma maior capacidade de resposta as
situacoes de stress toxicolégico do que os machos.

* O dimorfismo sexual esta provavelmente associado as
maiores reservas de energia e ao grande esforco energético
das fémeas durante a maturacao.
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