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RESUMO

Um procedimento de facil reprodugéo para o isolamento de hepatocitos de Hoplias
malabaricus e condi¢des de cultivo foram padronizadas no capitulo | para posterior
emprego em ensaios com xenobiédticos (capitulos Il e Ill). Os hepatécitos puderam ser
cultivados durante 1-3 semanas, sendo que o periodo de uma semana foi escolhido
como tempo limite para os ensaios. No capitulo Il, avaliou-se o efeito de uma mistura
de pesticidas organoclorados extraidos da gordura hepatica de enguias expostas
naturalmente e coletadas na Reseva de Camargué — Francga, depois de 48 horas de
exposicao. O desenho experimental incluia dois controles (grupo controle e solvente) e
duas concentragdes da mistura (10 e 50 ng.ml”), sendo que foram analisados sete
biomarcadores (atividade das enzimas catalase e glutationa S-transferase,
concentracdo de glutationa reduzida, peroxidagao de lipidios, incidéncia de apoptose,
viabilidade celular e quebras do DNA), os quais responderam conforme o grupo
experimental. No capitulo Ill, foi investigado o efeito do DDT e do monometilmercuario
(MeHg) apo6s 96 horas de exposicdao. O desenho experimental incluia um grupo
controle e quatro expostos (DDT a 50 nM, MeHg a 0,25 uM e a 2,5 uyM, e uma mistura
de DDT a 50 nM mais MeHg a 0,25 uM). Aos biomarcadores avaliados no capitulo Il
(com excecao do ensaio de quebras do DNA), acrescentaram-se oito novos para o
capitulo Ill (atividade das enzimas superdxido dismutase, glutationa dissulfeto
redutase, delta-aminolevulinato desidratase e glucose-6-fosfato desidrogenase,
carbonilacdo de proteinas, concentracao de glicogénio celular, producao de perdxido
de hidrogénio e de anion superoxido). Esses marcadores também responderam
conforme o grupo experimental. A soma dos capitulos Il e Il configura-se no primeiro
registro empirico de ensaios in vitro empregando hepatécitos da espécie Hoplias
malabaricus como modelo para avaliar o efeito de xenobibticos.
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ABSTRACT

A simple and easily reproducible procedure to isolate Hoplias malabaricus hepatocytes
and the required culture conditions to maintain these cells were standardized in the
chapter I. Then, two independent studies were conducted to evaluate the effects of
xenobiotics (chapter Il and Ill) on those cells. Hepatocytes were successfully cultured
during 1-3 weeks, and the period of one week was selected as the limit of time for any
assay. In the chapter Il, the effects of one chlorinated pesticides mixture extracted from
the eel hepatic lipids were determined after two days of cell exposure. The
experimental design included two controls (control and solvent groups) and two
different concentrations of the mixture (10 and 50 ng.mI"). Seven biomarkers were
analyzed (enzymatic activities of catalase and glutathione S-transferase, concentration
of reduced glutathione, lipid peroxidation, incidence of apoptosis, cell viability and DNA
fragmentation). They responded according to each experimental group. In the chapter
I, the effects of concentrations of DDT and monomethyl mercury (MeHg) reported in
the tissues of fishes naturally raised were investigated after four days of cell exposure.
The experimental design included one control and four tested groups (DDT at 50 nM,
MeHg at 0,25 yM and at 2.5 pM, and the mixture of DDT at 50 nM plus MeHg at 0,25
MM). To the aforementioned biomarkers analyzed in chapter Il, eight new biomarkers
were added (activity of superoxide dismutase, glutathione reductase, delta-
aminolevulinic acid dehydratase and glucose-6-phosphate dehydrogenase, protein
carbonyl content, glycogen content and production of hydrogen peroxide and
superoxide anion), which varied according to each experimental group. The sum of
chapters Il and Ill is the first empirical register of in vitro assays using Hoplias
malabaricus hepatocytes as a research model to evaluate the effects of xenobiotics.
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INTRODUCAO GERAL

A espécie Hoplias malabaricus (BLOCK, 1794) - traira (Figura 1) -
pertence & ordem Characiformes e & familia Erythrinidae. E uma espécie de
teledsteo predador de agua doce com ampla distribuicdo geografica que
abrange todas as bacias hidrograficas da América do Sul, com excegédo da
area transandina e dos rios da Patagbnia. Habita preferencialmente ambientes
|énticos, embora possa ser encontrada em rios (FOWLER, 1950).

FIGURA 1. Espécimes de Hoplias malabaricus - traira.

Peixes mantidos no Laboratério de Bioensaios (aquarios de 30 litros), Departamento de
Biologia Celular, Setor de Ciéncias Bioldgicas, UFPR. (A, B) Peixes de 100-200 g aguardando
serem alimentados.

Diversos estudos in vivo em laboratério ja realizados (SUNDIN et al.,
1999; REID et al., 2000; RABITTO et al., 2005; RIOS et al., 2005; OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2006; ALVES COSTA et al,, 2007; MELA et al., 2007) sao
indicativos da eficiéncia da espécie Hoplias malabaricus como modelo de peixe
tropical nos estudos de toxicologia experimental. Do ponto de vista da
toxicologia, espécie em questdo € particularmente valiosa pelo fato de ser
abundante nos ambientes naturais brasileiros, ter tamanho satisfatério para a

obtencdo de quantidade de amostra biolégica suficiente para a realizacdo de

1
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diferentes tipos de ensaios, acomodar-se® facilmente as condicdes de
laboratério e ingerir sua presa inteira e rapidamente®.

Além de ensaios em laboratério, estudos in situ tém empregado a
espécie Hoplias malabaricus (MOL et al., 2001; PORTO et al., 2005; SOUZA
LIMA et al., 2005; DOREA et al, 2006; OLIVERO-VERBEL et al., 2006;
MIRANDA, 2006; SEBRENSKI SILVA, 2007). Contudo, ndo ha relatos da
utilizacdo da espécie em estudos in vitro, 0 que poderia complementar ou até
explicar alguns dos dados empiricos obtidos para a espécie sob um novo
enfoque, o celular, sobretudo em células consideradas alvo de muitos
xenobibticos, como as células hepaticas.

Ha décadas sabe-se que o figado é o principal* 6rgéo responsavel pelo
metabolismo de drogas e xenobibticos em vertebrados. Isso porque as células
do parénquima hepatico, os hepatdcitos, tornaram-se especializadas, ao longo
da evolugédo, na remogdo de substancias toxicas recém absorvidas, na sua
biotransformacgéo® e no lancamento dos produtos de biotransformagdo na
circulacdo (KLASSEN et al, 1996; RODRIGUES, 2003) para posterior
excrecao.

Na toxicologia aquatica, culturas primarias e linhagens estabelecidas de
hepatécitos de peixes tém sido amplamente empregadas em diversos estudos

de toxicidade e de biomecanismos. Contudo, peixes exoticos sao utilizados

2 Conceitos importantes:

- Adaptacao — caractere(s) hereditario(s) que permite(m) o ajuste de uma espécie ao seu
ambiente de vida (FONTAINE, 1993). Processo coletivo que permite um ajuste a condigbes
ambientais novas ou alteradas (escala de tempo evolutiva), envolvendo mudangas no pool
génico de uma populagéo ou espécie em consequiéncia da agdo da sele¢ao natural.

- Acomodacéo, adequacao ou ajuste fisiolégico: processo decorrente de um desafio fisiologico
do meio de vida de um organismo, com mudangas morfofuncionais (FONTAINE, 1993) e/ou
comportamentais ndo hereditarias em um organismo (escala de tempo = periodo de vida do
organismo), conferindo-lhe tolerancia. Processo individual que utiliza o patriménio genético de
um ser vivo para “afinar” seu funcionamento.

Outros termos importantes: aclimacao (acomodacgéo, geralmente a temperatura), que pode ser
uma aclimatagé@o (processo que ocorre em laboratério) ou uma aclimatizagcao (processo que
ocorre no ambiente natural) (BEGON et al., 2006).

% Isso permite um bom controle da dose ingerida de xenobidtico em experimentos de exposicio
tréfica.

* Apesar de o figado ser o principal sitio de metabolismo de muitos xenobidticos, o
metabolismo extra-hepatico contribui notavelmente para a biotransformacao e eliminacdo de
muitos xenobidticos.

> A modificacdo quimica, ou modificagdes, que um xenobioético sofre num sistema biolégico
(biotransformacdo) pode caracterizar uma destoxificagdo ou uma bioativagdo. O primeiro
advém da remogéao de propriedades tdxicas, total ou parcialmente, enquanto que o segundo
incide quando ha um aumento de toxicidade em relagéo ao xenobibtico de origem.
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como modelos biolégicos na maioria desses estudos, o que limita a
extrapolacédo de dados para as espécies brasileiras.

Em luz dos fatos acima discorridos, uma metodologia para o isolamento
e cultivo primario de hepatécitos de Hoplias malabaricus foi padronizada
(capitulo I). A partir dessa padronizacao, aplicou-se o modelo em dois estudos
independentes. O primeiro estudo conduzido verificou os efeitos de uma
mistura de pesticidas organoclorados (capitulo Il) em hepatdcitos cultivados,
enquanto que o segundo verificou os efeitos do DDT e monometilmercurio
(capitulo 11l) no mesmo tipo celular.
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CAPITULO |

CAPITULO I: Cultivo primario de hepatécitos de Hoplias malabaricus
como modelo para ensaios in vitro com xenobioticos

RESUMO

Visando a complementacdo de dados obtidos a partir de ensaios in vivo realizados
com a espécie Hoplias malabaricus, um método para o isolamento e cultivo primario
de hepatécitos da espécie citada foi padronizado, a partir de outros protocolos. Esse
método configura-se numa ferramenta fundamental para ensaios de caracterizacao de
resposta e efeitos celulares e de investigacdo de mecanismos moleculares e
bioquimicos envolvidos na expressdo de um determinado “fen6tipo” pds-exposigéo a
agentes xenobidticos. A metodologia padronizada envolve a perfusdo nao enzimatica
(com quelante de metais divalentes como Calcio e Magnésio) do figado previamente
removido do corpo do peixe a uma placa de Petri, durante 30 a 70 min. O figado é
entdo cortado e as células sao forcadas a passar através de uma tela metalica para
melhor dissociacdo. Depois de seguidas lavagens em PBS e meio de cultura, as
células sdao semeadas e cultivadas por até vinte e trés dias a 22-24°C e pCO,
atmosférica. Aproximadamente 6,9—9,4,x107 hepatocitos sdo obtidos por grama de
figado, com viabilidade média de 75%. E necessario de dois a trés dias para as células
aderirem completamente e os ensaios com xenobiéticos devem ter inicio apds esse
periodo de tempo. A proporgéo dos tampdes no meio de cultura foi ajustada para 15
mM de HEPES e 6 mM de bicarbonato de sédio, a fim de manter o pH estavel (7,8)
sem o uso de incubadora de CO,. O meio escolhido foi o RPMI 1640 suplementado
com 0,1-0,2 U.ml" de insulina mista (bovino-suina) e 5-10% de soro bovino fetal. As
mudancas morfoldgicas tipicas de hepatdcitos em cultura e analise sob microscopia de
contraste de fase, de campo claro, eletrbnica de varredura e de transmissao, bem
como teste de viabilidade celular indicam que as condicdes necessérias para a
recriacdo de um ambiente adequado a sobrevivéncia dos hepatdcitos sdo supridas. A
quantidade de hepatdcitos e a viabilidade celular obtidas permitem que, a partir da
populagéo de células provenientes de um unico animal, varios grupos experimentais
sejam estabelecidos, havendo um bom uso de numero reduzido de espécimes, 0 que
€ fundamental do ponto de vista ético. Aléem disso, a iniciativa em implantar o presente
modelo é fundamental, uma vez que nao ha relatos até o presente momento de que
culturas primarias de hepatécitos de espécies de peixes nativas brasileiras estejam
sendo empregadas para ensaios com qualquer tipo de xenobidbtico.

Publicacao referente ao presente capitulo:

FILIPAK NETO, F.; ZANATA, S.M.; RANDI, MA.F.; PELLETIER, E.; OLIVEIRA
RIBEIRO, C.A. Hepatocytes primary culture from the Neotropical fish trahira Hoplias
malabaricus (BLOCH, 1794). J. Fish Biol., v.69, p.1524-1532, 2006.
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1. INTRODUCAO

A toxicologia utiliza diversas e diferentes abordagens para identificar
ameacas e entender os processos basicos que ocorrem nos sistemas
biol6gicos. Modelos in vitro que retenham as caracteristicas basicas de
condicbes in vivo mais complexas e que possam ser experimentalmente
manipulados para fins de investigacdo, como o cultivo de células normais®, sao
particularmente proveitosos (BAKSI e FRAZIER, 1990) nesse campo de
pesquisa.

Dentre as diversas células diferenciadas de vertebrados, os hepatécitos
sao provavelmente as mais versateis do ponto de vista metabdlico. Sabe-se
que nesses organismos o figado é fundamental para a manutencdo da
homeostase, sendo o sitio, bem como o alvo, de processos complementares
que mantém as funcdes hepaticas em harmonia com o0s requerimentos
metabdlicos de todo o organismo (GUILLOUZO et al., 1990). Logo, modelos in
vitro empregando hepatdcitos sdo ferramentas aplicaveis em diversos estudos.
Alguns desses estudos enfocam no metabolismo, na regulacdo do pH, no
transporte através de membrana, na sintese protéica, na regulacdo e na
interacdo hormonal. Ja outros estudos visam investigar a citotoxicidade, a
genotoxicidade ou a biotransformacao de xenobibticos (BAKSI e FRAZIER,
1990).

Dentre os diversos tipos de modelos in vitro com hepatocitos, o cultivo
primario merece um destaque especial, pois permite ensaios biomecanisticos
bastante elaborados e sofisticados (SEGNER, 1998), onde células intactas sao
mantidas sem a complexidade da interacdo sistémica (HENDERSON e
DEWAIDE, 1969; SEGNER, 1998) encontrada no organismo ileso. Além disso,
como beneficios desse modelo, citam-se: a possibilidade de um controle
rigoroso das condi¢cdes experimentais; a facilidade em se aumentar o numero
de réplicas e na interpretacdo dos resultados; a baixa variabilidade
experimental; a pequena quantidade de produtos quimicos requeridos para
estudos de concentracdo-resposta completos, com a geracdo de menos

® O termo “células normais” foi utilizado em oposicao ao cultivo de linhagens celulares, que sao
anormais em pelo menos um aspecto, a transposicao da barreira de senescéncia (nao ha, em
geral, redugdo gradual no tamanho teldmeros ao longo das mitoses). Por esse motivo, as
células de linhagens estabelecidas podem realizar uma quantidade elevadissima de mitoses.
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residuos toxicos; 0 menor nimero de espécimes requeridos para os estudos; e
o fato dos ensaios serem geralmente rapidos e de custo ndo elevado (BAKSI e
FRAZIER, 1990; GUILLOUZO et al., 1997; SEGNER, 1998). Em posi¢cado de
destaque, nao pode deixar de ser mencionado que os ensaios com hepatdcitos
em cultura ndo causam sofrimento aos animais utilizados, sendo aquele do seu
sacrificio.

Hepatocitos recém isolados respondem aos sinais para os quais eles
respondiam antes da dissociacdo do figado e sdo ricos em enzimas de
metabolismo de drogas e xenobiéticos’” (GUILLOUZO et al., 1990). Em outras
palavras, os hepatécitos mantém um fendtipo diferenciado durante algum
tempo em cultura.

Um aspecto importante da fungédo diferenciada do figado é a rapida
perda da capacidade de metabolismo de xenobi6ticos nos cultivos em
monocamada longos. Particularmente, os niveis celulares de algumas
isoformas® do citocromo P450 decrescem in vitro (GUGUEN-GUILLOUZO e
GUILLOUZO, 1983; SINGH et al,, 1996) com o tempo em cultura. Isso nao
representa uma perda total da atividade das enzimas, mas sim parece ser uma
desdiferenciacao das células hepaticas (SEGNER, 1998).

Os dados empiricos disponiveis indicam uma maior estabilidade em
enzimas de biotransformacao de teledsteos que de mamiferos (STEGEMAN et
al, 1993; PESONEN e ANDERSSON, 1997). Varios autores relataram
constancia ou até aumento nos niveis de 7-etoxiresorufina-O-desetilase -
EROD (PESONEN e ANDERSSON, 1991; BRAUNBECK e STORCH, 1992;
STEGEMAN et al., 1993) e conservacao da atividade de enzimas da fase I,
como das Glutationa S-transferases (GST) e das UDP-glucoroniltransferases
(PESONEN e ANDERSSON, 1991) para hepatécitos de peixes de algumas
espécies.

Para se cultivar hepatdcitos de teledsteos por um periodo de tempo
prolongado é necessario identificar as condicées de cultivo que previnam, ou
ao menos reduzam, a perda da diferenciacdo e da viabilidade das células

’ Enzimas convencionalmente divididas em enzimas de fase | (catalisam processos geralmente
oxidativos, redutores e hidroliticos) e de fase Il (enzimas que catalisam, em geral, conjugacdes)
GUILLOUZO et al., 1990).

Isoformas - duas ou mais formas moleculares de uma subunidade protéica ou proteinas
funcionalmente relacionadas que diferem levemente em sua estrutura (STENESH, 1989).
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isoladas. Os fatores que mudam com a transferéncia do ambiente in vivo para
o in vitro incluem o suprimento de sangue (provisdo de nutrientes, fatores
enddcrinos, remocao de metabdlitos etc) e o microambiente celular (contato
celular heterotipico® e homotipico'® e componentes da matriz extracelular)
(SEGNER, 1998). Logo, parece ser necessario que fatores como os
componentes soluveis do meio, a matriz extracelular e as interagbes célula-
célula sejam recriados in vitro para a sobrevivéncia e manutencao da
diferenciacao fenotipica dos hepatdcitos cultivados (GUGUEN-GUILLOUZO e
GUILLOUZO, 1983; GOULET et al., 1988; GUILLOUZO et al., 1990; GUGUEN-
GUILLOUZO e CORLU, 1993; SKETT, 1994).

As metodologias de isolamento de hepatécitos ja sdo bem conhecidas
para diversos peixes exoéticos de ambiente dulcicola (truta, carpa, peixe-lua etc)
e de ambiente marinho (diabo-marinho, linguado, salmao, peixe-escorpiao etc).
Contudo, a recriagdo de um ambiente capaz de manter os hepatdcitos
totalmente diferenciados em culturas mais longas ainda € um desafio.

A selecao das espécies para preparacdes de hepatdcitos tem sido
baseada em critérios como a facilidade em se obter e manter a espécie, a
existéncia de informacao bioldgica relevante e a funcdo metabdlica que se quer
investigar com o ensaio (BAKSI e FRAZIER, 1990). Além desses critérios, a
representatividade do modelo é um fator que ndo pode deixar de ser
considerado. A histéria evolutiva de peixes exéticos é, geralmente, diferente da
vivida por espécies nativas. Logo, modelos importados ndo necessariamente
aplicam-se aos ecossistemas brasileiros, o que requer o desenvolvimento de
modelos empregando espécies nativas, como a espécie Hoplias malabaricus.

Por questdes de cunho cientifico, técnico, ético e econdmico, o cultivo
primario de células normais representa uma ferramenta indispensavel para
estudos de toxicidade e de mecanismos moleculares envolvidos na acao de
xenobibticos. Os hepatécitos de Hoplias malabaricus provém de uma espécie
de peixe predadora nativa, que se mostrou excelente modelo in vivo. Entdo, a
padronizacdo de metodologias de isolamento e cultivo primario dessas células
€ de extrema importancia para possibilitar ensaios complementares, ou que

vislumbrem a investigacdo de aspectos mecanisticos da toxicidade de agentes

° Entre hepatdcitos e outros tipos celulares.
1% Entre hepatdcitos apenas.
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quimicos estressores de interesse. A padronizacdo do modelo em questao é o
assunto tratado no presente capitulo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Padronizar uma metodologia de isolamento e cultivo primario de hepatécitos
de Hoplias malabaricus para estudos com xenobidticos.

2.2 Objetivos especificos

- Aprimorar o método para o isolamento em laboratério e o cultivo primario de
hepatocitos de Hoplias malabaricus;

- Investigar as condicbes celulares durante e apds o procedimento de cultivo
através de microscopia de luz (éptica) e a ultraestrutura celular através da
microscopia eletrénica;

- [Estabelecer um protocolo para a utilizacdo desse tipo celular em
experimentos de citotoxicidade com base no modelo padronizado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e cuidados com os peixes

Exemplares de Hoplias malabaricus de 200 g a 1 kg foram obtidos em
piscicultura e chacara particular e transportados para o Laboratério de
Bioensaios do Departamento de Biologia Celular (Setor de Ciéncias Bioldgicas)
da UFPR. Os espécimes foram mantidos individualmente em aquarios de 30
litros ou caixas de fibra de vidro de 80 litros (conforme tamanho do organismo).
As condicbes controladas foram: aeracdo constante, fotoperiodo claro/escuro
de 12 h e alimentagdo em intervalos de dois a trés dias até saciagdo, com
lambaris (Astyanax sp) ou carpas (Cyprinus carpio) juvenis vivos e/ou pedacos
de musculo de trairas previamente sacrificadas. Antes de serem utilizados para
a obtencdo de células, os peixes permaneceram em jejum'' durante trés a

quatro dias.

3.2 Isolamento das células

Para cada cultura primaria realizada, um espécime de peixe foi
anestesiado (MS222 a 0,02% em agua) e sacrificado por seccao espinhal logo
abaixo do cranio. Apés a remocdo de um conjunto de escamas na regiao
ventral do peixe, assepsia com etanol a 70% e clorexidina alcodlica a 2%, o
espécime foi levado ao fluxo laminar e o lobo hepético esquerdo (ou ambos os
lobos) foi(ram) cuidadosamente removido(s) para uma placa de Petri. Entéao, o
figado foi perfundido manualmente por injecado, com emprego de seringa e
agulha, de tampé&o fosfato salino (PBS'?, pH 7,8, 4°C) acrescido de 2 mM de
EDTA (acido etileno diamino tetracético) sal dissédico durante um periodo de
30 a 70 min. Essa perfusao foi realizada inicialmente pela veia porta-hepatica e,
em seguida, por injecao do PBS-EDTA em outros vasos sanglineos do figado,
a fim de que o 6rgao recebesse a referida solucdo de perfusdo em toda sua
extensdo. O 6rgao foi, em seguida, cortado com auxilio de pingas e lamina de
bisturi e pressionado com o bulbo de uma pipeta Pasteur de platico estéril

contra uma tela de metal (poros de aproximadamente 1 mm) para melhor

"o jejum é necessario para esvaziamento dos conteudos estomacal e intestinal. Isso facilita o
procedimento de extirpacédo do figado e reduz o risco de rompimento do intestino.
'? PBS: NaCl a 136,5 mM, KCl a 2,68 mM, Na;HPO, a 5,4 mM, KH; PO, a 1,76 mM.
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dissociagdo das células. As células foram coletadas em PBS ou meio de
cultura, lavadas e centrifugadas em baixa rotagdo (100 - 120 x g)'* para
remocao de células rompidas e restos do figado.

3.3 Rendimento do isolamento

O numero de células isoladas no procedimento supracitado foi
determinado por contagem manual em camara de Neubauer e correlacionado
com a massa do figado (verificada antes da dissociacdo das células, tomando-

se o cuidado de nao expor 0 6rgao em ambiente nao estéril).

3.4 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi estimada através do teste de exclusdo do
corante azul de tripan'. Com essa finalidade, meio de cultura contendo células
em suspensdao (40 ul) e o corante azul de tripan a 0,4% (10 pl) foram
adicionados a um tubo de 0,5 ml e misturados. Ap6s 1 min, 200 células foram
classificadas visualmente em células viaveis'® e nao viaveis'® sob microscopia

de campo claro.

3.5 Pré-tratamentos para melhorar a adesao celular (fase de
padronizacao)

Além de alguns ensaios previamente realizados (FILIPAK NETO, 2003)
nos quais garrafas de cultura e laminulas de vidro foram tratadas overnight a
temperatura ambiente com fibronectina de soro humano (10 pg.ml™), poli-L-
lisina (0,1 mg.mI'") e matrigel (10 pg.ml™"), testou-se a adesdo de hepatécitos
em duas outras marcas de garrafas de cultura, com e sem pré-tratamento com

colageno do tipo | desnaturado (gelatina) a 1,5%.

3.6 Condicoes escolhidas para o cultivo celular

As células foram semeadas em garrafas de cultura Corning® sem pré-
tratamento numa densidade de 0,5-1x10° células por mililitro de meio de cultura
RPMI 1640 (pH 7,8) suplementado com HEPES (15 mM), bicarbonato de sédio

3 Formula para conversao de RPM (rotagdes por minuto) em g (for¢a g): g = 0,0000118 x raio
do rotor da centrifuga (em cm) x (rpm)?

' Observar gue o ensaio nao quantifica células rompidas.

!> Células ndo coradas (membrana integra).

'® Células coradas de azul (membrana ndo integra, logo permeavel ao corante).
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(6 mM), insulina mista (0,2 U.mlI™"), sulfato de gentamicina (40 mg.I'") e soro de
feto bovino (5-10% v.v'). As garrafas de cultura contendo as células foram
mantidas a 22-24°C e pCO, atmosférica (em estufa convencional) por variados

periodos de tempo.

3.7 Monitoramento da cultura

Mudancgas evidentes na morfologia celular, crescimento de células
contaminantes, reorganizacdo e morte das células ao longo do tempo foram

monitoradas com emprego de microscopio de contraste de fase.
3.8 Ultraestrutura Celular

3.8.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para MET, as células foram cultivadas durante cinco/sete dias. Apos
esse periodos de tempo, elas foram removidas das garrafas de cultura por
raspagem com cellscraper, fixadas em solucao de Karnovsky modificado
(glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 1%, CaCl, a 5 mM, NaCl a 20 mM,
cacodilato de sédio 100 mM, pH 7,8) por 30 min a 4°C, po6s-fixadas em OsO,4
(2%) por 1 h (também a 4°C), desidratadas em série crescente de etanol (50,
70, 80, 90, 100, 100%) e 6xido de propileno por 2-5 min e embebidas com
resina PoliEmbed 812 DER736 (Polysciences), conforme procedimento
rotineiro. Ap6s polimerizacao por trés dias a 60°C, cortes ultrafinos (60 a 70
nm, espessura de coloracao prateada) foram obtidos no ultramicrétomo Sorvall-
Blum/MT2-B, contrastados com acetato de uranila a 2% por 20 min e citrato de
chumbo alcalino por 10 min e analisados sob o microscopio eletrénico de
transmissdo JEOL — 1200 EXII no Centro de Microscopia Eletrdénica da UFPR.

3.8.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Apoés cinco e vinte e trés dias de cultivo, as células foram fixadas nas
préprias garrafas de cultura por glutaraldeido a 3% durante 1 h e preservadas
em etanol a 70% em geladeira. Em momento propicio, o fundo da garrafa foi
cuidadosamente cortado e as células aderidas sobre os pedacos de plastico
foram desidratadas em série crescente de etanol (50, 70, 80, 90, 100, 100%)
por 5 min, saturadas de CO (ponto critico) e metalizadas com ouro em p6 para
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observacao sob o microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM — 6360 LV no
Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR.

Alguns pedacos do fundo da garrafa foram empregados para
observacdo em microscopio de campo claro. Nesse caso, as células foram

coradas com Giemsa conforme procedimento rotineiro (FILIPAK NETO, 2003).
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4. RESULTADOS

4.1 Variacao de pH no meio de cultura, viabilidade celular e rendimento do

isolamento

O meio de cultura, quando mantido em garrafas de cultura fechadas ou
placas de cultura vedadas com fita adesiva, sofreu oscilagcbes de pH (7,8 a
7,95), que nao afetam negativamente as culturas. Quanto ao rendimento de
células (total de células isoladas por grama de 6rgao), obteve-se de 6,9 a
9,4x10” hepatdcitos por grama de figado com viabilidade celular média de 75%.

4.2 Adesao dos hepatécitos apds tratamento de garrafas de cultura

Hepato6citos aderiram pobremente em garrafas de cultura sem pré-
tratamento, exceto naquelas da marca Corning®. Colageno desnaturado do
tipo | (gelatina) melhorou consideravelmente a adesao dos hepatocitos nas trés
marcas de garrafa de -cultura testadas, como havia sido observado
anteriormente para o matrigel (FILIPAK NETO, 2003).

4.3 Mudancas na cultura ao longo do tempo

Nas primeiras 24 h em cultura, os hepatécitos de Hoplias malabaricus
agregaram-se em pequenos grupos, que se tornaram gradualmente maiores
em numero de células. Apds 5-7 dias, grupos de dezenas a centenas de
hepatécitos puderam ser observados em grandes corddes de células (Figuras
2A-B, 2E-F, 3A-C), sendo que as células hepéticas que falharam em aderir ou
se agregar morreram apos poucos dias em cultura. A presenca de restos do
figado, oriundos do procedimento de isolamento, nas garrafas de cultura,
juntamente com os hepatdcitos, parece melhorar qualitativamente a adesao
dessas células. Contudo, independente das condi¢cdes de adesao testadas, foi
necessario um periodo de dois a trés dias para que houvesse uma adesao
completa dos hepatécitos. Apds esse periodo, células nao viaveis puderam ser
removidas por uma lavagem suave das garrafas de cultura com PBS ou,
preferencialmente, meio de cultura. A presenca de células contaminantes como
fibroblastos tornou-se perceptivel apenas apds seis a sete dias nas culturas
com baixa densidade de células ou depois de oito a doze dias nas culturas com
densidade celular mais elevada. Embora capacitadas em proliferar, essas
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células nao chegaram a completar muitos ciclos de divisao in vitro, logo nao
comprometeram o cultivo dos hepatécitos. Pelo contrario, a presencga de outras
células hepaticas aparentemente auxiliou na manutencdo de condicbes
adequadas para sobrevivéncia dos hepatocitos, sobretudo em culturas mais
longas (Figuras 2C-D, 2G). Nessas culturas, as células de linhagem nao
hepatocitica localizavam-se principalmente nos espacos delimitados pelos
corddées de hepatécitos; ambas, células hepatociticas e néo hepatociticas
gradualmente depositaram uma rica matriz extracelular (Figuras 3D-M). O
processo continuado de migragdo e morte celular ao longo de vinte e trés dias
em cultura levou a formacéao de “verdadeiros corredores” com restos de células

e matriz entre “pareddes” de células e matriz (Figura 3D).

4.4 Morfologia dos hepatécitos em cultura

Hepatocitos de Hoplias malabaricus sdo células mono ou binucleadas
que possuem de 13 a 20 um de didmetro. Os nucleos sao, em geral,
arredondados, com 4 a 6 um de didmetro e apresentam nucléolos bastante
evidentes (Figuras 2F, 4A). Logo apo6s serem isolados e semeados, 0s
hepatécitos iniciaram um processo de migracao e reorganizacao em cultura, o
que pbode ser evidenciado pelas mudancas no formato celular ap6s sua
adesao, reorganizacao de especializacbes de membrana e pela delimitacdo de
espacos nao ocupados por células (Figuras 2A-G, 3A-G, 4C-D), semelhantes
aos canaliculos biliares observados in vivo. Quando reagregados in vitro, 0s
hepatécitos apresentaram formato levemente poliédrico a arredondado (Figuras
2E-F, 3B, 3l, 3M), membranas plasmaticas entre células adjacentes bastante
préximas e especializacdes de membrana do tipo desmossomos (Figuras 4C-
D). Grande numero de mitocéndrias (Figuras 4B, 4F), reticulo endoplasmatico
(Figuras 4E-F) bastante desenvolvido e diversos complexos de Golgi (Figura
4G) puderam ser observados sob MET no citoplasma dos hepatécitos apéds
cinco dias nas culturas. A cromatina dos hepatocitos mostrou-se pouco
condensada e um nucléolo central e evidente pdde ser observado (Figura 4A),
assim como muitos polissomos no citoplasma (Figura 4E). Além disso, a
microscopia eletrbnica permitiu a observacao de vesiculas de transporte em

massa (Figura 4l), poros nucleares (Figura 4B), rosetas de glicogénio (Figuras

15



CAPITULO I: Cultivo priméario de hepatdcitos de Hoplias malabaricus como modelo para ensaios com xenobidticos 16

4B, 4G), pequenos espacos na intersecao de hepatdcitos (Figuras 3C, 4D) e a
presenga de macrofagos (Figura 41).
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FIGURA 2. Hepatocitos de H. malabaricus sob microscopia de luz (6ptica).

B S A
1

3\1;1““»‘;%@19

N T

Hepatécitos apos cinco (A,B,E,F) e vinte e um (C,D,G) dias em cultura sob microscopia de
contraste de fase (A-D,G) e de campo claro (E-F). As células que inicialmente ocupavam toda a
superficie da garrafa de cultura iniciaram um processo de migragdo e reorganizagdo em
corddes de células (A-F: setas), com delimitagdo de espagos (*) que lembram os canaliculos
biliares encontrados in vivo. Crescimento de células ndo-hepatociticas (G, setas) entre os
agregados de hepatécitos nas culturas mais longas. Imagens de hepatécitos corados com
Giemsa cultivados sob laminulas, nos quais é possivel se visualizar ntcleos e nucléolos (F)".

Barra = 200 ym.

" As duas imagens que compdem “F” foram retiradas de trabalho anterior (FILIPAK NETO,
2003).
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FIGURA 3. Culturas de hepatécitos de H. malabaricus sob MEV.

Hepatécitos apos cinco (A-C) e vinte e trés (D-M) dias em cultura sob microscopia eletrénica de
varredura. Aspecto geral da cultura com hepatécitos organizado em corddes (A, setas) e
imensos agregados (D, setas). (B) detalhe de um grupo de hepatécitos agregados (h),
eritrocitos remanescentes do processo de isolamento (e) e matriz extracelular ja sendo
depositada (m). (C) agrupamentos de alguns hepatécitos com a delimitagdo de pequenos
espacos (s) resultantes da prépria morfologia das células e matriz extracelular associada (m).
(E-L) diversos campos da cultura com hepatécitos associados (h), mas mantendo uma
morfologia arredondada, e matriz extracelular (m). (M) detalhe de pequenos filopddios de um
hepatocito (setas).
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FIGURA 4. Culturas de hepatécitos de H. malabaricus sob MET.

Hepatdcitos (e macréfago) apds cinco/sete dias'® em cultura. (A) hepatécito tipico com nicleo
(n) rico em eucromatina e nucléolo evidente (*), mitocondrias (m) e goticulas lipidicas (I). (B)
detalhe de mitocondrias (m), glicogénio (g) e poros nucleares (setas/insert). (C) contato entre
dois hepatécitos com especializagdo de membrana do tipo desmossoma (d/insert) e filamentos
intermediérios (fi); no insert: seta (centro do desmossoma formado por caderinas), nUmeros
(dominio intramembrana dos hepatécitos associados 1 e 2). (D) limite entre trés hepatécitos
delimitando um pequeno espago (e) e justaposicdo das membranas (setas). (E) reticulo
endoplasmatico (re) com ribossomos associados, mitocéndria (m) e polissomos (seta/insert).
(F) mitocbndrias (m) e reticulo endoplasmatico (re). (G) diversos complexos de Golgi (cg);
detalhe de rosetas de glicogénio (insert). (H) peroxissomos (p); (I) macréfago encontrado na
cultura em processo de fagocitose (seta); hepatocitos em processo de endocitose (insert).

'® Nao houve diferencas ultraestruturais entre hepatdcitos cultivados por cinco a sete dias.
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5. DISCUSSAO

O figado € o principal sitio metabdlico de xenobibticos em vertebrados e
estda intimamente implicado com a manutengdo da homeostase nesses
organismos. Quando intactamente isolados do figado, os hepatdcitos
representam bem o compromisso indispensavel entre os ensaios reducionistas
in vitro e a necessidade do modelo de ser tdo préximo quanto possivel da
situacao in vivo (ZUCCO et al., 2004). Logo, o cultivo de hepatécitos normais
translocados para um ambiente adequado, onde as interacbes sistémicas sao
reduzidas, representa um modelo precioso para estudos mecanisticos e de
toxicidade de xenobibticos.

Atualmente o procedimento mais difundido para obtencdo de células
hepaticas viaveis a partir do figado baseia-se em técnicas ja bem estabelecidas
como a proposta por BERRY e FRIEND (1969). Essas técnicas envolvem a
perfusdo hepatica em duas etapas, inicialmente com um quelante de
calcio/magnésio e em seguida com uma enzima, em geral, colagenase IV
bacteriana, tanto para peixes quanto para mamiferos. Contudo, a presenca de
outras proteases em determinados lotes de colagenase pode afetar alguns
ensaios bioquimicos dependentes da integridade de certos receptores
presentes na membrana plasmatica dos hepatécitos (SEDDON e PROSSER,
1999; QUERAL et al., 1984).

Mais recentemente, SEDDON e PROSSER (1999) ajustaram para a
espécie Ictalurus punctatus (channel catfish) um procedimento ndo enzimatico
de dissociacdo hepatica proposto por BERRY e colaboradores (1983). Sem
duvida, o grande atrativo desse método é o custo, que é muito inferior aos
sistemas baseados em colagenase, pelo fato de requerer apenas a remocao
intercelular de ions célcio e magnésio por um quelante (p.ex. EDTA) e, com
isso, o enfraquecimento da ades&o celular'® dependente desses ions. Tendo
essas informagdes em mente, buscou-se ajustar o procedimento descrito por
SEDDON e PROSSER (1999) para obtencédo de células hepaticas de Hoplias

malabaricus.

'® Varios tipos de adesao entre células e entre células e matriz extracelular dependem dos ions
célcio e magnésio (ALBERTS et al., 2002).
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O primeiro ajuste necessario foi obter um anti-séptico adequado para
reduzir o risco de contaminacao veiculada pelo muco secretado por glandulas
na pele do peixe no momento da incisdo e remoc¢ao do figado. Nesse sentido, 0
melhor resultado proveio de assepsia com alcool a 70% seguido por clorexidina
alcodlica (clorexidina a 2%, alcool a 70%), havendo uma reducao consideravel
na secrecao de muco pos-sacrificio do animal.

O segundo ajuste realizado foi a substituicdo da solugao tamponada por
bicarbonato de sbédio utilizada para perfusdao do figado, por uma solugao
tamponada por fosfato (PBS-EDTA). A dltima foi escolhida por apresentar
maior estabilidade de pH apds esterilizacdo sob calor umido (autoclave) e
armazenamento a 4°C e pCO, atmosférica. Além disso, ao invés de uma
solucdo salina com calcio, empregou-se o proprio meio de cultura para as
etapas finais de lavagem das células, fornecendo nutrientes e condi¢des 6timas
mais rapidamente aos hepatécitos recém isolados.

Tanto o meio RPMI 1640 quanto L-15 possibilitaram o crescimento de
hepatécitos de Leiostomus xanthurus (spot) na presenca e auséncia de
pressao parcial de CO, de 5% (FAISAL et al., 1995), sendo que esses meios
de cultura sdo vastamente aplicados no cultivo de hepatécitos de peixes. Para
o cultivo de hepatécitos de Hoplias malabaricus, o meio RPMI 1640 foi
escolhido e empregado com pequenas modificagcdes em seu preparo quanto ao
sistema de tamponamento® (NaHCO; a 6 mM, HEPES a 15 mM, pH 7,8).
Nessas condicdes, o pH manteve-se estavel (7,8-7,95) sem a necessidade de
uma incubadora de CO, e a osmolaridade estimada®' mostrou-se adequada
para a manutencao de hepatécitos de Hoplias malabaricus, espécie cuja
osmolaridade e pH plasmaticos sdo de 299+22,7 mOsm (FREIRE, C.
comunicacéao pessoal) e 7,8-8,0 (RIOS, 2001), respectivamente.

20 Deve-se enfatizar que apesar do sistema de tamponamento por bicarbonato ser

biologicamente difundido e haver sugestdo de que este ion é essencial para a sintese eficiente
de DNA em culturas primarias de hepatocitos de rato (Ratus ratus) (MITAKA et al.,, 1991),
alguns pesquisadores ndo se valem desse sistema no cultivo de células de peixe. Na auséncia
de bicarbonato, nao ha necessidade de utilizacado de incubadora de COs.

ZA partir da osmolaridade indicada pelo fabricante do meio RPMI 1640 na presenca (NaHCO;
a 23,8 mM; 290 mOsm + 5%) e na auséncia (246 mOsm + 5%) de bicarbonato de sédio
(CULTILAB, 2003), uma estimativa de osmolaridade para o meio empregado nas culturas foi
realizada. Foram consideradas para a estimativa: a quantidade média de NaOH necessaria
para ajustar o pH e a quantidade de bicarbonato (6 mM) e HEPES (15 mM) acrescentada ao
meio de cultura.
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Em termos de rendimento celular e viabilidade, os valores obtidos para
Hoplias malabaricus® foram inferiores aos relatados®® por SEDDON e
PROSSER (1999). Aparentemente, a espécie doadora de células tem papel
fundamental no sucesso das culturas (FAISAL et al., 1995) e o rendimento
celular apés perfusao hepatica varia com a espécie, sexo, idade (MOMMSEN
et al., 1994), estado nutricional e tipo de dieta®® do peixe (SEGNER, 1998).
Logo, diferencas interespecificas com relacao a fisiologia, ao comportamento
alimentar e ao tipo de dieta, somados ao procedimento de perfusdo empregado
(sem canulacdo cardiaca, sem emprego de bomba peristaltica e sem
gaseificacdo da solucédo de perfusdo com O), devem ter contribuido para o
rendimento e viabilidade celulares obtidos para Hoplias malabaricus.

Os hepatécitos obtidos podem ser separados de outras células
hepaticas através de centrifugacdo em gradientes de percoll ou ficoll,
procedimentos que permitem o estabelecimento de culturas mais homogéneas.
Contudo, para a maioria dos estudos com xenobioticos, essa separacao parece
Nao ser necessaria, visto que as células quantitativamente predominantes séao
hepatécitos (> 85%); as células de linhagem nao hepatocitica parecem
participar de importantes processos tdxicos e neoplasicos; e a presenca de
interacdes celulares heterotipicas, assim como homotipicas, é fundamental na
expressao e manutencao de fungdes hepatoespecificas em mamiferos e peixes
(GUILLOUZO et al., 1990; SKETT, 1994; SEGNER, 1998).

As ressalvas citadas sdo corroboradas: (1) pela tendéncia das células
hepaticas em se reagregar® em corddes apds isolamento; (2) pela rapida
perda de propriedades funcionais em hepatocitos que falham no processo de
reagregacao (SEGNER, 1998); (3) pela retencao da capacidade de transcricao
de genes especificos (FRASLIN et al.,, 1985) nos hepatdcitos agregados e (4)
pela producao e deposicdo de componentes da matriz extracelular mais
precocemente em hepatdcitos co-cultivados® (GUGUEN-GUILLOUZO et al.,
1983). Para hepatécitos de Hoplias malabaricus é evidente a melhor adesao e

269a9,4x 10" hepatdcitos por grama de figado, 65 a 85% de viabilidade celular.

232 1 x 10% hepatdcitos por 100 g de peixe, 95-99% de viabilidade celular.

2% Quanto ao tipo de dieta, ha em Cyprinus carpio maior rendimento de células para espécimes
submetidas a dieta rica em lipidios que a dietas ricas em carboidratos ou proteinas (SEGNER,
1998).

2 Agregados formados nao apenas por hepatocitos.

® A afirmacdo de GUGUEN-GUILLOUZO e colaboradores refere-se & hepatdcitos de
mamiferos.

22



CAPITULO I: Cultivo priméario de hepatdcitos de Hoplias malabaricus como modelo para ensaios com xenobidticos

mais prolongada sobrevivéncia em culturas onde nitidamente observa-se a
presenca de outras células hepaticas e, em algumas culturas, a presenca de
restos do figado resultantes do procedimento de isolamento.

A densidade celular pode afetar a manutencdo da funcionalidade
(HAYASHI e OOSHIRO, 1986) e a proliferacao (NAKAMURA et al., 1983) de
hepatécitos, de modo que ha, em geral, estimulo proliferativo e perda mais
rapida de funcbes hepatoespecificas em hepatdcitos cultivados em densidades
mais baixas. No presente estudo, foi possivel constatar que os hepatécitos de
Hoplias malabaricus mantiveram-se bem em culturas com densidades téo altas
quanto 0,5x10° células por cm?, ocupando quase que todo o espaco disponivel
na superficie das garrafas de cultura. Nessas culturas, a maioria das células
permaneceu viavel por pelo menos sete dias e nao pareceu haver proliferagao
de hepatécitos?’. Em hepatécitos semeados em baixas densidades, houve
pouquissima adesao celular.

O pré-tratamento de garrafas de cultura com matrigel ou colageno |
desnaturado melhorou a adesao de hepatécitos de Hoplias malabaricus, assim
como observado, em menor grau, para fibronectina em estudo anterior
(FILIPAK NETO, 2003). Os dois primeiros substratos possibilitaram uma
adesao similar aquela observada em garrafas da marca Corning® sem pré-
tratamento, o que fornece trés boas opcdes para o cultivo primario de

hepatécitos de Hoplias malabaricus: garrafas cobertas por matrigel*®

, garrafas
cobertas por gelatina®®, ou o emprego de garrafas da marca Corning® sem pré-
tratamento. Nas trés situacbes o0s hepatdcitos conservaram seu formato
globular (ndo sofrem quase espalhamento), o que parece ser necessario a
manutencdo de fungdes hepaticas diferenciadas em hepatécitos de ratos e
babuinos (GUGUEN-GUILLOUZO et al., 1982).

Mesmo nas condicdes padronizadas, hepatocitos de Hoplias
malabaricus requereram dois a trés dias para aderir a superficie das garrafas
de cultura e até cinco/sete dias para se reagregar completamente e

restabelecer interagdes celulares. Apds o periodo de adesdo, boa parte das

" N&o foi observada nenhuma figura mitética sob microscopia. Contudo, para se afirmar que
nao ha proliferagcao, deve-se realizar um ensaio especifico de proliferacdo em uma cultura com
hepatocitos apenas. Uma possibilidade é quantificar a incorporagédo de timina radioativa ao
DNA (a timina nao esté presente no RNA).

%8 Mistura de composicao complexa formada principalmente por laminina (BISELL et al., 1987).
% Rica em colageno | (baixo custo).
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células nao aderidas e/ou mortas e restos celulares podem ser removidos
através de lavagem das garrafas de cultura com PBS ou meio de cultura, o que
permite ter um numero razoavel de células funcionais para os ensaios
desejados.

Quanto ao meio de cultura, diversas suplementacoes ja foram propostas
para hepatocitos de peixes. Alguns pesquisadores sugerem o emprego de meio
com composigao inteiramente definida e livre de soro (ENAT et al., 1984;
HAYASHI e OOSHIRO, 1986), ao invés de meio suplementado com soro fetal
de mamiferos. Para culturas de hepatécitos de ratos, ja foi demonstrado que
algumas atividades metabdlicas sdo dependentes da presenca de soro fetal
(PRINCEN e MEIJER, 1990). Isso gera um impasse, visto que (1) nao ha
suprimento comercial de soro de peixes®®; (2) existe um alto risco de
contaminacao no caso da obtencao de soro do préprio peixe; (3) o numero de
espécimes necessarios para a obtencdo de volume consideravel de soro é
elevado®'; (4) os dados sobre os maleficios do emprego do soro de mamiferos
em culturas de células de peixe nao sao conclusivos; e (5) meio livre de soro
com as suplementacbes necessarias para hepatdcitos tem custo muito
elevado. Para o cultivo de hepatécitos de Hoplias malabaricus, optou-se por
suplementar o meio de cultura com soro bovino fetal®? (5 a 10%), o que parece
ser a melhor alternativa disponivel até o momento.

As andlises de morfologia e ultraestrutura indicaram que os hepatécitos
cultivados mantiveram-se metabolicamente muito ativos®, responderam ao
estimulo proveniente da insulina de mamiferos®, reagregaram-se e
depositaram matriz tipica (lamina basal) por pelo menos sete dias em cultura.
Assim sendo, as observagcbes em hepatdcitos de Hoplias malabaricus
permitem sugerir que o método padronizado é aplicavel e viavel para estudos
de curta duracao (< sete dias) com xenobidticos. Essa duracdo maxima deve

¥ Um suprimento comercial provavelmente seria de soro de peixes adultos, pois

larvas/alevinos sao geralmente muito pequenos.

%" Observar que peixes tém menor volume de sangue que mamiferos de massa semelhante.

% 0 soro fetal tem, além de fatores que favorecem a adeséo de células de mamiferos, fatores
de crescimento (fatores que estimulam a proliferagao celular). A adesao e sobrevivéncia de
hepatdcitos de Hoplias malabaricus foram similares tanto na suplementagéo de 5% de soro,
qéuanto na de 10%.

Atividade sugerida por caracteristicas como nudcleo ricamente eucromatico, nucléolo
evidente, reticulo endoplasmatico abundante, presenca de muitas mitocéndrias etc. Consultar o
tépico “Resultados” para detalhes.

% Armazenaram grande quantidade de glicogénio.
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ser preferencialmente respeitada, embora seja possivel manter as células por
até trés semanas em cultura, porque o processo de desdiferenciacdo, a perda
de funcdes hepatoespecificas e o desalojamento e morte celular geralmente

ocorrem em culturas mais longas.
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6. CONCLUSOES

Hepatocitos de Hoplias malabaricus puderam ser isolados através de um
procedimento de facil reproducdo e de baixo custo e cultivados durante um
periodo de tempo condizente com o objetivo de se empregar essas células em
futuros estudos com xenobiéticos, de modo que o método descrito enquadra-se
aos requerimentos e a disponibilidade técnico-logistica para o qual foi
padronizado.

A reagregacao e ultraestrutura dos hepatécitos sao indicios de que os
requerimentos necessarios para o bom funcionamento das células cultivadas
foram supridos.

Para aplicacbes na toxicologia, os desenhos experimentais deveréao
impreterivelmente considerar que dois a trés dias sdo necessarios para 0s
hepatécitos aderirem a superficie das garrafas de cultura e que as culturas nao

deverdo preferencialmente exceder sete dias ao total®.

35 s . s
Isso porque problemas quanto a morte e perda da diferenciacao celular geralmente ocorrem
em culturas mais longas segundo a literatura cientifica disponivel.
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CAPITULO I

CAPITULO II: Caracterizacio da toxicidade de uma mistura complexa de
pesticidas organoclorados em hepatécitos de Hoplias malabaricus

RESUMO

Tendo uma metodologia para o isolamento e o cultivo primario de hepatécitos de
Hoplias malabaricus padronizada, decidiu-se por aplicar o modelo em ensaios com
xenobidticos lipofilicos clorados extraidos da gordura hepatica de enguias
provenientes da reserva de Camargué (Franca). Um pool de extratos individuais de
pesticidas (o/p/y/3-hexaclorocicloexano, heptacloro, heptacloro epd6xido, aldrin,
dieldrin, endrin, endrin aldeido, a/y-clordano, fipronil, a/p—endosulfan, endosulfan
sulfato - todos com concentragdes conhecidas) foi utilizado para expor hepatécitos em
cultura. Duas concentragcdes dos pesticidas (10 e 50 ng.ml', grupos P10 e P50
respectivamente) que podem ser encontradas no figado de peixes foram testadas,
com grupos controles externo (controle) e interno (DMSO a 0,1%) mantidos em
paralelo. Hepatécitos foram isolados, cultivados por trés dias (periodo de adesédo e
recuperacao do estresse de isolamento) e expostos aos xenobibdticos por dois dias.
Apébs exposicao, as respostas/efeitos celulares da mistura foram verificadas com o
emprego de alguns biomarcadores. Foram realizados dois experimentos
independentes para cada biomarcador (exceto ensaio TUNEL, realizado uma vez) e o
numero de réplicas por experimento variou de duas (ensaio TUNEL) a dez-quinze
(ensaios bioguimicos). Observaram-se: (1) redugao da viabilidade celular (ensaio com
azul de tripan) em P50; (2) aumento na incidéncia de apoptose (ensaio TUNEL) em
DMSO; (3) acréscimo nas atividades das enzimas glutationa S-transferases e
catalases (P10 e P50); (4) aumento (DMSO) e reducao (P50) na concentragdo de
glutationa reduzida (GSH); (5) acréscimo na peroxidacao lipidica (ensaio FOX) em
DMSO e P10; e (6) aumento nos escores de quebra de DNA (ensaio Cometa) em
DMSO e P50. Alguns dos resultados obtidos indicam efeito do solvente utilizado
(2,5,6), enquanto outros séo claramente efeitos da mistura de contaminantes testados
(1,3,4). A utilizacdo dos pesticidas em questao, sujeitos aos processos de captacao,
bioacumulacao e biomagnificacdo em tecidos biolégicos, configura-se numa iniciativa
nova de se simular a situagao in vitro tdo proxima quanto a in vivo no que se refere a
reproducdo das concentragdes e formas quimicas de xenobibticos. Apesar da maioria
dos pesticidas presentes na mistura ja terem tido o seu uso proibido, muitos deles
pertencem a classe dos poluentes organopersistentes (POPs), que possuem
caracteristicas em comum como uma alta lipofilicidade, persisténcia no ambiente e
dispersdo. POPs sao encontrados virtualmente em praticamente qualquer lugar da
superficie terrestre.

Publicacao referente ao presente capitulo:

FILIPAK NETO, F.; ZANATA, S.M.; SILVA DE ASSIS, H.C.; BUSSOLARO, D.;
FERRARO, M.V.M.; RANDI, M.A.F.; ALVES COSTA; J R.M.; CESTARI, M.M.;
ROCHE, H.; OLIVEIRA RIBEIRO, C.A. Use of hepatocytes from Hoplias malabaricus
to characterize the toxicity of a complex mixture of lipophilic halogenated compounds.
Toxicol. In Vitro, v.21, p.706-715, 2007.

27



CAPITULO II: Caracterizagéo da toxicidade de uma mistura complexa de POCs em hepatdcitos de H. malabaricus

1. INTRODUGCAO

Pesticidas sdo agentes quimicos manufaturados com a finalidade de
apresentar toxicidade a um determinado organismo ou grupo de organismos,
em geral insetos. Contudo a especificidade ao alvo biolégico ndo € absoluta,
fato que pode colocar em risco espécies naturais nao-alvo (APREA et al.,
2002).

Os pesticidas organoclorados (POCs) compdem uma ampla classe de
agentes quimicos que foram vastamente utilizados como inseticidas
principalmente nos anos de 1950 a 1970. Como alguns POCs persistem no
ambiente durante meses a anos e podem viajar longas distancias por correntes
de agua e ar (IWARREN et al., 2003; LI et al., 2006), ao final dos anos 60, ja era
detectada a contaminacdo de mamiferos aquaticos no artico por POCs
originados de zonas temperadas e quentes do planeta (LI e MACDONALD,
2005). A Suécia foi o primeiro pais a banir o uso de diversos POCs em 1970,
seguida, pouco depois, por varios outros paises, excetuando-se o uso para
programas de controle de doencas (D’Amato et al., 2002).

A onipresenga e persisténcia de alguns poluentes organicos, entre eles
varios POCs, aliadas ao risco potencial a saude humana e ambiental, levaram
a assinatura da Convencdo de Estocolmo (Suécia, 2001) sobre poluentes
organo-persistentes (POPs). Essa convencao baniu definitiva e imediatamente
oito pesticidas organoclorados (aldrin, endrin, dieldrin, clordano, heptacloro,
hexaclorobenzeno, mirex e toxafeno), proibiu imediatamente a producdo de
PCBs (bifenilas policloradas) e determinou a interrupcao gradual no seu uso ao
longo do tempo. Além disso, restricbes importantes foram impostas quanto ao
uso do DDT e a liberagdo de dioxinas e furanos no ambiente (ZIGLIO e
COMEGNA, 2004).

Os POCs sdao muito lipossoluveis, sendo rapida e eficazmente
absorvidos pelo trato gastrintestinal. Eles distribuem-se uniformemente pelo
organismo, concentrando-se nos tecidos gordurosos, especialmente no tecido
abdominal, cérebro e figado (LARINI, 1997). O fato dos POCs serem
hidrofébicos tem importante conseqliiéncia na sua acgao téxica, pois possibilita
que atravessem a membrana plasmatica das células e com isso possam induzir

dano.
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Dentre os efeitos biolégicos mencionados na literatura cientifica sobre
POCs, cita-se que: o dieldrin e o y-HCH®* podem estar implicados como fatores
importantes na etiologia da doenca de Parkinson em humanos (UVERSKY et
al., 2002); o DDT (SCIPPO et al., 2003), metoxicloro (BRODY e RUDEL, 2003),
dieldrin e endosulfan (ANDERSEN et al, 2002) sao potencialmente
estrogénicos; o heptacloro, DDT, aldrin e dieldrin podem promover tumor em
roedores (SCRIBNER e MOTTET, 1981; ABRAHAM et al., 1983; BUSSER e
LUTZ, 1987; REUBER, 1987); e o fipronil pode induzir cancer de tiredide e
causar neurotoxicidade em roedores (HURLEY et al.,, 1998). Os hepatdcitos
sdo alvo potencial para acdo de POCs por serem ricos em lipidios®” e por sua
capacidade de bioativar muitas dessas moléculas.

O impacto de POCs no tecido hepatico tem sido estudado em mamiferos
e peixes. Um dos principais efeitos ja identificados foi a inducao de enzimas
hepaticas metabolizantes de drogas, isto é, enzimas nao especificas que
catalisam etapas no metabolismo de moléculas endégenas como esterdides e
acidos graxos (LINCER e PEAKALL, 1970), produtos lipofilicos exbégenos,
poluentes e xenobioticos carcinogénicos (PORTER e COON, 1991). A inducao
da transcrigdo de isoformas CYP2B e/ou CYP3A pelo DDT, metoxicloro (LI et
al., 1995), clordano, dieldrin e endosulfan (COUMOUL et al., 2002) e fipronil
(TANG et al., 2004) em mamiferos ja foi demonstrada. Como essas isoformas
do citocromo P450 estdo envolvidas com o metabolismo hepatico da
testosterona em ratos, a exposicdo a esses xenobidticos pode induzir
anormalidades reprodutivas (LEMAIRE et al., 2004) nesses organismos.

No caso de peixes, ja foi relatado que alguns POCs podem induzir a
expressao de vitelogenina (principal componente do vitelo dos ovos de peixes)
em agregados de hepatécitos de truta em cultura®® (PETIT et al., 1997), sendo
que alto nivel de vitelogenina em machos é indicativo de exposicdo a
estrogenos ou compostos capazes de agir como estrégenos (SUMPTER,
1995). OKOUMASSOUN e colaboradores (2002) classificaram os POCs
testados em cultura de hepatécitos de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
segundo seu efeito na produgcdo de vitelogenina na seguinte ordem: o,p-

33 Gama hexaclorocicloexano
% Lipidios que compdem as membranas bioldgicas e goticulas de lipidios armazenadas no
citoplasma.
38 ~ .
Concentracbes na ordem de centena de micromolar.
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DDT>dieldrin>aldrin>DDT, sendo que hepatdcitos expostos ao aldrin e dieldrin
levaram mais tempo (cinco dias) do que os expostos ao o,p-DDT (dois dias) e
ao DDT (um dia) para secretar vitelogenina. O heptacloro, POC também
testado, nao apresentou propriedade estrogénica, conforme ja havia sido
verificado em estudo de outros pesquisadores (SOTO et al., 1994).

A maioria dos estudos envolvendo a toxicidade de xenobibticos €
conduzida para avaliar o efeito de um agente quimico individual ou residuo
especifico (YANG, 1994; GROTEN et al.,1999). Como consequéncia, os efeitos
combinados de misturas complexas de poluentes na biota sdo ainda pouco
conhecidos. Recentemente, tem se dado énfase aos estudos com misturas
quimicas, uma vez que 0s organismos estdo de fato expostos a misturas
complexas (OLGUN et al., 2004) de xenobibticos que podem agir aditivamente,
sinergicamente ou antagonicamente (KONEMANN, 1981) ao nivel subcelular.

A luz do discorrido, conduziu-se um estudo visando verificar os efeitos
de uma mistura de POCs em hepatdcitos de Hoplias malabaricus num desenho
experimental inovador. Nesse desenho, empregou-se uma mistura de
xenobidticos extraidos da gordura hepatica de enguias (Anguilla anguilla)®, o
que reproduz com bastante fidelidade o perfil de contaminacdo no que se
refere & forma quimica dos POCs e de metabdlitos*® e as concentracdes
tissulares, pois considera os processos de biotransformagao e bioacumulacdo®’
nos sistemas biolégicos. Como modelo de estudo, culturas primarias de
hepatécitos de Hoplias malabaricus foram empregadas, o que é interessante
em pelo menos dois aspectos, o tipo celular e a espécie. Hepatocitos sao

% No momento em qgue se planejaram os experimentos ndo havia POCs obtidos de Hoplias
malabaricus disponiveis. Por isso, os peixes utilizados como fonte de xenobioticos e os peixes
doadores de hepatécitos ndo sdo da mesma espécie, 0 que nao representa problemas, pois os
mesmos POCs sdo encontrados em Hoplias malabaricus no Brasil em concentracbes até
superiores as encontradas em Anguilla anguilla da Frang¢a (Vide material e métodos para
detalhes).

% Metabdlito = qualquer substancia ou composto produzido por metabolismo (HOLANDA
FERREIRA, 2004).

*1 Conceitos importantes (LEBLANC, 1995; D’AMATO et al., 2002):

- Bioconcentragdo — é a absorgdo do composto diretamente do meio abibtico, resultando em
uma concentragcdo do composto no organismo maior que no meio abidtico que o cerca.

- Bioacumulacéo - é a absorcao e retencdo do composto pelo organismo do meio abiético ou
biotico, podendo ou ndo a concentragao exceder a da fonte.

- Biomagnificacdo — é o aumento da concentracdo do composto ao longo da cadeia alimentar,
influenciada pela posigéo tréfica do organismo, devido a elevada absorgédo e baixa eliminagéo
do composto. Ocorre biomagnificagdo quando as concentragdes do composto nos tecidos de
um organismo excedem as concentragdes do nivel trofico adjacente inferior em mais de 100%.
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importantes alvos para acdo de POCs. Hoplias malabaricus € uma espécie
predadora brasileira que pode acumular altas concentragcdes de POCs
(MIRANDA, 2006). Logo, hepatécitos de Hoplias malabaricus configuram-se
num modelo excelente para verificar os efeitos celulares e subcelulares de uma
mistura de POCs provenientes de organismos (sub)cronicamente expostos em

ambiente natural.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Verificar os efeitos de uma mistura de POCs extraidos de tecido animal em
cultura primaria de hepatocitos de Hoplias malabaricus, introduzindo o modelo

padronizado (Capitulo ) em investigacbes com xenobidticos.

2.2 Objetivos especificos

- Cultivar hepatécitos de Hoplias malabaricus e exp6-los a mistura de POCs (10
e 50 ng.ml™") por 48 horas através do meio de cultura;

- Avaliar os possiveis efeitos da mistura de POCs utilizando os seguintes
biomarcadores*: (1) viabilidade celular; (2) morte celular por apoptose; (3)
fragmentacdo do DNA; (4) atividade das catalases; (5) atividade das glutationa
S-transferases; (6) concentracao de glutationa reduzida; e (7) peroxidacao de
lipidios.

“2 Alguns outros conceitos (VAN GESTEL e VAN BRUMMELEN, 1996).

- Biomarcador — qualquer resposta biolégica a um agente quimico ambiental ao nivel
subindividual, medido dentro de um organismo ou em seus produtos (urina, fezes, cabelo,
penas etc), que indica um desvio do estado normal, o qual ndo pode ser detectado no
organismo intacto.

- Bioindicador — é conceituado como um organismo que fornece informacao sobre as condigbes
ambientais do seu habitat por sua presenga, auséncia ou comportamento.

- Indicador ecolégico — é um parametro do ecossistema que descreve a estrutura e o
funcionamento do mesmo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e cuidados com os peixes

Capitulo I, subitem 3.1

3.2 Isolamento das células

Capitulo I, subitem 3.2

3.3 Condicoes para o cultivo celular

As células foram semeadas em garrafas de cultura Corning® de 25 e 75
cm? sem pré-tratamento numa densidade de 0,5-1x10° células por mililitro de
meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,8)* suplementado com HEPES (15 mM),
bicarbonato de sédio (6 mM), insulina mista (0,2 U.ml™"), sulfato de gentamicina
(40 mg.I"") e soro de feto bovino (10% v.v'). As células foram mantidas a 22°C
em estufa convencional (continuacao do protocolo - subitem 3.4.2 - desenho

experimental adotado).
3.4 Teste com mistura de pesticidas organoclorados

3.4.1 Preparo da mistura e escolha das concentracoes testadas

POCs e alguns de seus metabdlitos polares (designados apenas por
POCs) foram extraidos, purificados e quantificados a partir da gordura hepatica
do figado de 28 enguias (Anguilla anguilla)** capturadas na Reserva Natural de
Camargué (Franga) por OLIVEIRA RIBEIRO e colaboradores (2005)*. Uma
mistura desses extratos de POCs foi obtida com diluicdo em dimetilsulféxido
(DMSO)* e utilizada como mistura estoque para exposicdo de hepatécitos de
Hoplias malabaricus. Tendo em vista que Cynoscion guatucupa capturadas na
Argentina e Anguilla anguilla capturadas na Franga apresentaram 32-59 ng

8 As garrafas de 25 e 75 cm? receberam, respectivamente, 12 e 36 ml de meio de cultura.

* A variedade e concentracdo total (em ng por g de tecido seco) de compostos organoclorados
identificados no figado de enguias capturadas (n: 16; concentragdo: 558 ng.g”') sdo inferiores
as observadas em espécimes de Hoplias malabar/cus (MIRANDA, 2006) amostradas em Ponta
Grossa, Brasil (n: 26; concentragdo: 1100 ng.g’ ) Todos os organoclorados identificados em
engwas foram encontrados em Hoplias malabaricus.

® Consultar os trabalhos de OLIVEIRA RIBEIRO e colaboradores (2005) ou FILIPAK NETO e
colaboradores (2007) caso haja interesse na metodologia empregada para obtengao e analise
dos extratos de POCs que foram empregados no presente capitulo de tese.

® Para exposicdo de células é necessario que os xenobidticos sejam dissolvidos em meio de
cultura. Como os POCs s&o hidrofébicos, empregou-se 0 DMSO para solubiliza-los.
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(LANFRANCHI et al., 2006) e 17-102 ng (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005) de
POCs por grama de figado*’, respectivamente, determinou-se as
concentracdes de 10 e 50 ng de POCs por mililitro de meio de cultura, ja

acrescido das suplementacdes (Tabela 1), como concentragdes-teste.

*" Massa umida
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TABELA 1. Relagdo e concentracdo dos POCs identificados*® presentes na mistura
empregada para expor 0s hepatécitos e suplementos do meio de cultura.

Constituintes do meio Grupos Experimentais Testados

P50 P10 DMSO Controle
POCs ng.ml” nM ngml’  nM
a-HCH® 0,57 1,97 0,11 0,39
B+y-HCH © 469 16,11 0,94 3,22
§-HCH ° 213 7,33 043 147
Heptacloro © 1,47 3,94 0,29 0,79
Heptacloro epéxido* 492 12,64 0,98 2,60
Fipronil# 544 12,45 1,09 2,49
Aldrin © 191 523 0,38 1,05 0 0
Dieldrin*® 1,99 522 0,40 1,04
Endrin © 1,76 462 0,35 0,92
Endrin aldeido* 3,14 8,25 0,63 1,65
a-clordano © 1,51 368 030 0,74
y-clordano © 9,08 22,16 1,82 4,43
a-endosulfan 3,33 8,177 0,67 1,64
B-endosulfan 6,14 15,09 1,23 3,02
Endosulfan sulfato* 1,93 45 0,39 0,91
¥ POCs + metabdlitos 50 ng.ml’ 10 ng.ml” 0 ng.ml" 0 ng.ml"
DMSO 0,1% v.v' 0,1% v.v' 0,1% vy’ 0% v.v'
Comuns as etapas de adesao celular (trés dias) e de exposi¢do aos xenobibticos (dois dias)
Meio RPMI 1640 Mistura nutritiva com 2 g.I" (~11,1 mM) de D-glucose
Soro bovino fetal 10%V.v"
Insulina mista (bovina + suina) 0,2 U.I"
Sulfato de gentamicina 40 mg.I”
Bicarbonato de sodio 6 mM
HEPES 15 mM

* Produtos de metabolismo, © banidos na Convencao de Estocolmo (pertencente ao grupo dos
POPs), # pesticida pertencente a familia fenilpirazol (e ndo dos organoclorados).

® 0 procedimento utilizado para obtencdo dos extratos por OLIVEIRA RIBEIRO e
colaboradores (2005) assegura que, se houver outros compostos lipofilicos (néo identificados)
nos extratos, esses compostos sdo halogenados e possuem polaridade equivalente a dos
compostos organoclorados analisados. Alguns exemplos dos compostos ndo presentes nos
extratos sao as bifenilas policloradas (PCBs) e as substancias menos polares (ambos
eliminados com hexano ou retidas na coluna de florisil), os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs, normalmente extraidos com um solvente mais polar, o diclorometano, ou
retidos na coluna) e os piretréides (mais polares, utilizados em concentragées bem baixas em
Camargueé e rapidamente degradados). Ja as uréias substituidas, triazinas e organofosforados
s80 mais polares, mas nao € possivel se afirmar com certeza que uma pequena quantidade
deles ndo passe na coluna juntamente com os organoclorados.

Alguns picos ndo foram identificados na cromatografia. Esses picos podem corresponder a
metabolitos ou organoclorados desconhecidos ou nao identificados. Além disso, as moléculas
mais volateis e menos estaveis devem ser eliminadas durante a preparagéo e o processamento
dos extratos. Logo, os compostos organoclorados, excluindo-se os menos polares como o
DDT, séo as moléculas mais logicamente encontradas na fase analisada (FILIPAK NETO et al.,
2007) e empregada para expor os hepatécitos de Hoplias malabaricus.
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3.4.2 Desenho experimental adotado

Primeiramente as células mantidas em cultura por trés dias para que
houvesse adesdo, recuperacdo do procedimento de isolamento e
reorganizacao parcial dos hepatocitos. Depois desses trés dias em cultura, boa
parte das células mortas e/ou ndo aderidas foi removida por lavagem suave
das garrafas de cultura com PBS*. Quatro grupos experimentais foram entdo
estabelecidos: controle, controle do solvente empregado (DMSO), mistura de
POCs a 10 ng.mI" (P10) e a 50 ng.ml" (P50) para cada cultura priméaria
realizada. A exposicao foi realizada através da substituicido do meio de cultura
por novo meio contendo as mesmas suplementacoes, exceto pela presenca ou
nao dos POCs e de DMSO (Tabela 1). Apéds dois dias de exposicao, as células
foram removidas: (1) com o emprego de cellscraper para ensaios bioquimicos e
(2) tripsinizadas (EDTA dissodico a 0,02%, tripsina a 0,05% em PBS a
temperatura ambiente, durante o tempo necessario para as células se
desagregarem e desaderirem das garrafas de cultura (em média, 10-15 min))
para o ensaio cometa, TUNEL e teste de viabilidade celular.

3.5 Determinacao da viabilidade celular

Capitulo I, subitem 3.4

3.6 Ensaio Cometa

Para o Ensaio Cometa foi utilizado o protocolo de SINGH e
colaboradores (1988), com algumas modificacdes. Células dissociadas foram
ressuspensas em agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5% e estendidas, com o
emprego de laminula, sobre laminas de vidro cobertas previamente com
agarose de ponto de fusdo normal a 1,5%, de modo a se ter um total de 1-
2x10° células por lamina. Apds a solidificacdo da agarose de baixo ponto de
fusdo, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas foram
colocadas em solugcédo de lise (NaCl a 220 mM, EDTA a 9 mM, Tris-base a
0,9 mM, Triton X-100 a 1%, DMSO a 10%, sarcosianato de so6dio a 0,9%, pH

** PBS: NaCl a 136,5 mM, KCl a 2,68 mM, Na,HPO, a 5,4 mM, KH, PO, a 1,76 mM, pH 7,8.
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10) por 24 h*® a 4°C. Em seguida, as |aminas foram reservadas em tampao de
eletroforese (NaOH a 300 mM, EDTA a 1 mM, DMSO a 2%, pH>13) para
permitir o desenrolamento do DNA por 25 min, periodo apds o qual um campo
elétrico de diferenca de potencial de 25 V e intensidade de corrente de 300 mA
foi aplicado durante 25 min. Terminada a eletroforese, as laminas foram
neutralizadas em solucdo de Tris-HCI a 400 mM (pH 7,5) por 15 min e
preservadas por etanol PA por 10 min. Por fim, o DNA foi fluorescentemente
marcado com brometo de etidio a 2 ug.ml”'. Todos os procedimentos até entdo
relatados foram realizados sob luz vermelha®'. Em cada Iamina cem nucleéides
foram visualmente classificados de acordo com o comprimento do rastro de
migracao (dano 0, 1, 2 e 3) sob microscépio de fluorescéncia (ZEISS Axiophot
HBO 50). Entdo, um escore para cada lamina foi calculado através de uma
média ponderada da classe de dano pela porcentagem de incidéncia do

mesmo (Escore = > (classe do dano x % de incidéncia)).

3.7 Ensaio TUNEL

Para deteccao de pequenos fragmentos de DNA (~ 50 pares de base)
gerados pelo aumento da atividade de endonucleases durante o programa
apoptoético (ENARI et al., 1998; SAKAHIRA et al.,, 1998; WALKER et al., 1993),
empregou-se o ensaio TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP nick
end labeling). Desoxiuridina trifosfato conjugada com o fluorocromo FITC
(FITC-dUTP) e demais reagentes foram fornecidos no Kit APO-DIRECT™ (BD
Biosciences Pharmingen), exceto pelo PBS, etanol e paraformaldeido, e
utilizados para deteccao de células apoptéticas por citometria de fluxo.

Células tripsinizadas foram lavadas em PBS e fixadas por
paraformaldeido a 1% em PBS (pH 7,8, 4°C) durante 1 h, ressuspensas em
etanol gelado a 70% e mantidas a -20°C. No prosseguimento do protocolo, 1-
2x10° células foram lavadas duas vezes com tampao de lavagem e incubadas
em 50 pul de solucdo de marcacdo (0,75 pul da enzima TdT (terminal
desoxynucleotidyl transferase), 8 uyl de solucdo de FITC-dUTP, 10 ul de

O tempo de lise para hepatécitos é superior ao utilizado para eritrécitos de peixes,
provavelmente devido a presenca de maior quantidade de membranas biolégicas no primeiro
tiPo celular.

" A utilizagdo de luz vermelha reduz o aparecimento de artefatos na técnica; nesse caso
qguebras no DNA durante os procedimentos. Além disso, o A do vermelho nao excita o etidio,
logo minimiza a perda de fluorescéncia antes das analises.
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tampao de reagdo e 32 ul de agua desionizada) durante 2 h a 37°C (BD
PHARMINGEN™ TECHNICAL DATA SHEET, 2005). As células foram lavadas
duas vezes em tampao de enxagule, ressuspensas em 1 ml de PBS e avaliadas
em citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson). Os elétrons do
fluorocromo foram excitados com laser de Argbnio azul (15 mW) a 488 nm,
sendo que a fluorescéncia emitida pelo FITC-dUTP foi registrada no filtro FL-1
(530/30 nm). Um total de 4x10* eventos por aquisicdo (quatro aquisicbes de
dados por grupo experimental) foram analisados com o emprego do software
CellQuest® (Becton Dickinson). Antes da analise das amostras, utilizaram-se
duas suspensodes de células fornecidas no kit (controle positivo e negativo) com
a finalidade de se verificar se o0 método estava funcionando conforme
pardmetros aceitaveis. Para aquisicdo dos dados, os detectores e
amplificadores do citbmetro de fluxo foram previa e satisfatoriamente ajustados
(procedimento rotineiro) com a mesma populacao de células empregadas para

as andlises, exceto pela ndo incubacao com solucao de marcacao.

3.8 Ensaios bioquimicos

Posteriormente a sua remocgao, lavagem, ressuspensao em PBS (500 pl
para LPO e 800 pl para os demais ensaios) e rapido congelamento em
nitrogénio liquido, as células foram mantidas em freezer a -76°C até a
continuidade dos protocolos especificos. Precaucbes tomadas nos ensaios
foram garantir que o sobrenadante estivesse limpido e cristalino (transparente)
apos centrifugacédo; que nao houvesse qualquer tipo de precipitacdo no fundo
das microplacas® nas leituras, pois isto levaria ao registro de valores de
absorbancia incorretos (principalmente no caso da peroxidacéao lipidica, onde o
uso de tampdes fosfato (de sddio ou potassio) a 100 mM ou sobrenadantes de
amostras nao cristalinos podem levar a precipitacdo no fundo dos pocos das
microplacas apds o acréscimo do meio de reacao); e se realizar muitas réplicas
para evitar ou pelo menos minimizar falsos negativos e positivos. Inicialmente
empregou-se solucdo de Tris-sacarose (10 mM Tris—HCI, 250 mM sacarose,
pH 7,8) para o congelamento das amostras. Em momento posterior, por nao
haver diferenga na conservagédo da atividade das enzimas analisadas entre o

°2 Todos os procedimentos doravante (CAPITULOS Il e lIl) que indiquem o uso de microplaca
referem-se as microplacas de 96 pocos de fundo chato utilizadas em leitor de ELISA.
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congelamento com Tris-sacarose e PBS, o PBS passou a ser utilizado. Logo,
todos os procedimentos descritos nao incluem Tris-sacarose e sim PBS.

3.8.1 Peroxidacao lipidica (LPO)

A producdo de hidroperodxidos lipidicos foi verificada pelo método de
FOX (Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method). Esse método tem por
principio a rapida oxidacdo do Fe*? mediada por peréxidos sob condicdes
acidas e posterior formacdo do complexo Fe*® - laranja de xilenol (fonte de
absorcao de luz) na presenca do estabilizador hidroxitolueno butilado (JIANG et
al., 1991, 1992).

As amostras foram descongeladas em gelo, submetidas ao ultra-som por
2 min em gelo, apds acréscimo de metanol PA (500 pl) e centrifugadas a 1.000
x g por 10 min a 4°C. Para as leituras, 30 pl do sobrenadante da amostra mais
270 ul de meio de reacéo [(laranja de xilenol a 100 pM, H.SO4 a 25 mM, BHT
(hidroxitolueno butilado) a 4 mM, FeSO4.NH,4 (sulfato ferroso amoniacal) a 250
UM (acrescentados na seqiiéncia descrita em metanol a 90%°%)] foram
adicionados em microplaca. Apdés 30 min de reacdo a temperatura ambiente
em microplacas tampadas, para reduzir a evaporacado do metanol, procedeu-se
a medida de absorbancia (A = 570 nm; faixa de leitura = 550-570 nm). Em
paralelo as amostras, 30 ul de metanol a 50% e 1 ul de peréxido de hidrogénio
a 30% foram empregados, respectivamente, como branco e controle positivo.
Além disso, fez-se em momento oportuno uma curva-padrao com peréxido de
hidrogénio (0, 1, 2, 5, 10, 20, 40 uM) para se averiguar se a forma de calculo
adotada estava verossimilhantemente determinando a concentracdo de
hidroperoxidos. Como o resultado dessa curva-padrdo nao sera posteriormente
relatado, é valido citar que a equacgao da reta encontrada para o peréxido de
hidrogénio (y=0,0042x, r* > 0,99), quando empregada no célculo da
concentragao de hidroperéxidos, resulta em valores semelhantes aos obtidos
quando o coeficiente de extingdo molar proposto por JIANG e colaboradores
(1991), 4,3 x 10* M'.cm™, é empregado. Empregou-se entdo, no presente
estudo, o coeficiente de extincao citado, pois ele foi calculado pelos autores
para outros hidroperéxidos, além do perdxido de hidrogénio.

> Solugdo apresenta uma coloracdo dourada, caso seja preparada adequadamente. Apos
acréscimo do H»>O, no controle positivo, o dourado torna-se purpura.
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Forma de célculo empregada:

[Hidroperoxidos] = Abs. x diluicdo x € ' x d” x [proteinas]

Onde:

[Hidroperéxidos] em micromoles de hidroperdxidos por miligrama de proteinas

Abs. = valor de absorbancia registrado (A = 570 nm) apés descontar o valor do “branco”
Diluicdo (da amostra) = 30 pul de amostra em 300 pl de volume final, ou seja, 10x.

e = coeficiente de extingdo molar aproximado para H.O,, hidroperdxido de cumeno ou
hidréxido de butila (A = 560 nm) = 4,3x10* M".cm™

d = caminho 6ptico (para 300 pl nos micropogos) = 0,9 cm

[proteinas] = concentragéo de proteinas totais em miligrama por mililitro

Férmula simplificada:

[Hidroperéxidos] = 0,258 x Abs umoles de hidroperéxidos . mg proteina ™

[proteina]

3.8.2 Concentracao de Glutationa Reduzida (GSH)

As amostras foram descongeladas em gelo e submetidas ao ultra-som
(seis ciclos de 4 s cada). Entdo, separou-se uma aliquota de 150 pl para
posterior quantificacdo de proteinas. Para cada 250 ul de amostra, foram
adicionados 50 pl de &cido tricloroacético (TCA) a 48% para precipitacao
protéica. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 1.000 x g por 15 min a
4°C**. Para as leituras, foram adicionados 50 pl do sobrenadante da amostra e
230 pl de tampéo Tris-base (400 mM, pH 8,9) a uma microplaca. Como branco,
foi utilizado 230 pl do tampéao Tris-base a 400 mM mais 50 ul de TCA a 8% em
PBS. Por ualtimo, 20 ul de DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzéico) a 2,5 mM
(em metanol a 25%, tampéao Tris-base 300 mM, pH 8,9) foram rapidamente
acrescentados; e procederam-se imediatamente as medidas de absorbancia (A
=415 nm) (SEDLAK e LINDSAY, 1968). A determinagao do conteudo de GSH
foi realizada através de comparacdo com curva-padrdao de GSH (0, 1, 2, 4, 8,
16, 24 e 32 nM GSH)*°.

*E importante manter uma temperatura baixa (4°C) para preservar melhor o GSH na sua
forma reduzida, principalmente antes da acidificacdo da solucdo e completa precipitacdo
protéica, visto que GSH pode ser utilizado por enzimas como a GST e GPx (glutationa
peroxidases), reagir com espécies reativas ou ser oxidado mais facilmente em pH mais
elevado, como o citosélico.

*® Notar gue o volume das solugbes-padrdao de GSH acrescentado na microplaca deve ser
semelhante ao de amostra, isto €, 50 pl. Dessa forma, ndo é necessario considerar uma
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Forma de célculo empregada:

[GSH] = Abs. x diluicdo x o* x [proteinas]”

Onde:

[GSH] em micromoles de GSH por miligrama de proteinas

Abs. = valor de absorbancia registrado (A = 415 nm) apds descontar o valor do “branco”
Diluicdo na precipitacao protéica = 250 ul de amostra mais 50 ul de TCA (300 pl de volume
final) = 1,2x. OBS: deve-se considerar essa diluigdo porque a aliquota para medir a
concentracao de proteinas foi separada antes da precipitacao protéica

o = coeficiente angular da curva-padréo (curva de 1° grau passando por x=0; y=0).
[proteinas] = concentrac¢do de proteinas totais em miligrama por mililitro

Férmula simplificada:

1,2 x Abs

_ pmoles de GSH . mg proteina ™
o X [proteinal

[GSH] =

3.8.3 Atividade das Catalases (CAT)

As amostras (células em PBS) foram descongeladas como descrito
anteriormente para GSH e centrifugadas®® a 9.000 x g por 20 min a 4°C. As
leituras de cinética enzimatica procederam-se em intervalos de 2 s (A = 240
nm) imediatamente apods serem adicionados a uma cubeta de quartzo e
misturados por inversao, 980 pl de meio de reacao (peréxido de hidrogénio a
aproximadamente 20 mM, Tris-base a 50 mM, EDTA dissddico a 0,25 mM, pH
8, 25°C) e 20 ul do sobrenadante da amostra. O decréscimo gradual na
absorbancia, devido a degradagao do peréxido de hidrogénio (AEBI, 1984), foi
monitorado e registrado num intervalo total de 1 min e 10 s. A partir dos valores
de absorbéancia escolheu-se, através de regressao linear, o primeiro intervalo
de 30 s com r* = 0,99 para o célculo do A absorbancia por minuto. E
fundamental mencionar que antes de se verificar a atividade das catalases, um
ensaio prévio foi realizado, onde a concentracao de peréxido de hidrogénio
presente no meio de reacao foi padronizada (testaram-se as concentracées de

segunda diluicdo de amostra (em relagdo ao volume final de solu¢gdes na microplaca, ou seja,
300 pl) para o calculo.
%A fracdo sobrenadante resultante de centrifugacdo a 9.000 x g é denominada fragcdo S9.
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5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 mM de H:0O,), de modo a se ter uma curva de
primeiro grau decrescente com r? alto®’.

Forma de célculo empregada:

Atividade das CAT = A Abs.min™ x diluicdo x €' x d™ x [proteinas]

Onde:

Atividade das Catalases em milimoles por minuto por miligrama de proteinas

A Abs.min™ = |Absorbancia final — Absorbancia inicial| x 2, sendo que o intervalo final -
inicial € de 30 s.

Diluicdo (da amostra) = 20 pl de amostra em 1000 ul de volume final, ou seja, 50x.

e = coeficiente de extingdo molar do H,O, (A = 240 nm) = 40 M .cm™

d = caminho 6ptico (na cubeta) = 1 cm

[proteinas] = concentracdo de proteinas totais em miligrama por mililitro

Formula simplificada:

.
Ativ. das CAT= 225 X AAbs.min_ mmoles de H,0, degradado. min™". mg proteina™
[proteina]

3.8.4 Atividade Global das Isoformas de GST

A atividade global das Glutationa S-transferases (GST) foi monitorada
através do aumento de absorbancia (A = 340 nm) resultante da formacéao de
um tioéter pelos substratos GSH (molécula endobiética) e 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB, substrato sintético utilizado para determinar a atividade
da mairoia das isoformas de GST ja identificadas em mamiferos).

As amostras foram descongeladas em gelo, como descrito para GSH, e
centrifugadas a 9.000 xg por 20 min a 4°C (como descrito para CAT). O volume
de 50 ul do sobrenadante da amostra foi adicionado a uma microplaca e,
imediatamente antes das leituras, 100 pl do meio de reagdo (GSH a 1,5 mM,
CDNB a 2 mM, etanol a 4%, tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 6,5)
foram rapidamente acrescidos (HABIG et al,, 1974 e KEEN et al., 1976). O
aumento gradual na absorbéancia foi registrado em intervalos de 12 s durante 2
min, para posterior selecdo do primeiro intervalo de 1 min com r® = 0,99 para o
célculo do A absorbancia por minuto. Notar que o CDNB apresenta baixa
hidrossolubilidade, logo se deve dissolvé-lo em etanol PA (CDNB a 40 mM em
etanol PA) antes do preparo do meio de reacdo. E importante salientar que

*" A atividade das catalase mensurada ndo ¢ a atividade maxima da enzima, assim como a de
TODAS as enzimas que tiveram sua atividade quantificada na presente tese. As atividade
medidas estdo na faixa crescente de atividade na curva de concentracdo de substrato(s) x
atividade.
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antes de se verificar a atividade das GST, um ensaio prévio de padronizagao
das concentracbes dos substratos CDNB e GSH (0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4 mM de
CDNB / GSH) foi realizado. A partir dos valores da padronizacao, escolheu-se
a concentracao de GSH (= cinco vezes o Ky) e de CDNB (= o préprio valor de
Kuv) a serem empregadas nos ensaios. OBS: a concentracdo de CDNB né&o
pode ser muito alta, pois acarreta na necessidade de mais etanol para sua
solubilizagdo no meio de reacao.

Forma de célculo empregada:

Atividade das GST = A Abs.min™ x diluicdo x €' x d™ x [proteinas]

Onde:

Atividade global das GST em micromoles por minuto por miligrama de proteinas

A Abs.min” = |Absorbéancia final— Abs. inicial|, sendo que o intervalo final - inicial € de 1 min
Diluigdo (da amostra) = 50 ul de amostra em 150 pl de volume final, ou seja, 3x

d = caminho optico (para 150 pl nos micropogos) = 0,45 cm

€ = coeficiente de extingdo molar (A = 340 nm) em pH = 6,5 para o CDNB = 9,6 mM™.cm™
[proteinas] = concentragao de proteinas totais em miligrama por mililitro

Formula simplificada:

0,694 x A Abs.min’
[proteina]

1

Ativ. das GST =

pmoles de GSH-CDNB formado. min™'.mg proteina -

3.8.5 Quantificacao de proteinas totais

Com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios
bioquimicos, foi necessaria a quantificacdo de proteinas totais nas amostras.
Durante os ensaios reservaram-se 100 pl das amostras para quantificacdo de
proteinas®®. Em microplaca, adicionou-se 10 pl do sobrenadante das amostras
(6-10 réplicas) seguidos de 250 ul do reativo de Bradford (“Coomassie brilliant
blue” BG-250) e procederam-se as leituras de absorbancia (A = 620 nm; faixa
de leitura = 595-620 nm)*°. Como branco utilizou-se PBS. A concentracdo de
proteinas foi determinada a partir da comparacao dos valores de absorbancia

°® Para a quantificacdo de proteinas utilizam-se os sobrenadantes das amostras obtidos apés
centrifugacdo, cuja velocidade e tempo devem ser semelhantes aos empregados para cada
ensaio especifico, isto €, CAT, GST, GSH, LPO etc. Observar que o metanol e o TCA
precipitam proteinas quando em altas concentragées, logo foram reservadas aliquotas em
separado as utilizadas nos ensaios LPO e GSH para quantificacdo de proteinas.

O método de Bradford é baseado na interacao entre o corante BG-250 e macromoléculas de
proteinas que contém amino&cidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de
reacdo, a interagdo entre a proteina de alta massa molecular e o corante BG-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve fortemente luz no
comprimento de onda de 595 nm (COMPTON e JONES, 1985; ZAIA et al., 1998).

43



CAPITULO II: Caracterizagéo da toxicidade de uma mistura complexa de POCs em hepatdcitos de H. malabaricus

com aqueles provenientes de curva-padrao de BSA (albumina de soro bovina)
nas concentragées de 0, 125, 250, 500, 750 e 1000 pg de BSA por mililitro de
volume final de solugdo (BRADFORD, 1976). A curva-padrdo incluia pelo
menos quatro réplicas por concentracdo de BSA e esteve presente em todos
0s ensaios de quantificacao de proteinas.

3.9 Tratamento estatistico dos dados

Para os ensaios bioquimicos, de viabilidade celular e ensaio TUNEL,
utilizou-se a Andlise de Variancia de uma Via (one way ANOVA) seguida,
quando aplicavel, do pdés-teste de Tukey-Kramer. Para a avaliagao das quebras
de DNA nos escores calculados no ensaio Cometa, o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis foi empregado. Os resultados de cada ensaio realizado no
presente capitulo provém de dois experimentos independentes, exceto para o
ensaio TUNEL (realizado apenas uma vez) e para o ensaio de LPO (realizado
trés vezes), sendo que para cada experimento (cultura celular) havia a
representacdo dos quatro grupos experimentais (controle, DMSO, P10 e P50).
Ao final dos ensaios, os dados foram reunidos, normalizados e uma analise
estatistica global foi realizada. O total de réplicas foi de trinta (CAT), quarenta e
seis (GST), quarenta e duas (GSH), sete (teste de viabilidade), quatro (ensaio

de apoptose), seis (ensaio cometa) e sessenta (ensaio de LPO).
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4. RESULTADOS®®

4.1 Viabilidade Celular e Apoptose

A viabilidade celular ap6s dois dias de exposicdao a mistura de POCs
sofreu um decréscimo de aproximadamente 7,5% no grupo P50, embora nao
tenha havido diferengas significativas entre os grupos controle, DMSO e P10
(Figura 5).

FIGURA 5. Viabilidade celular estimada através do ensaio de exclusdo do azul de tripan.
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Média £ erro padrdao da média. Viabilidade em ndmero de células viaveis a cada 100 células.
**p<0,01 (asteriscos em comparagdao com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam
grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 7; niUmero de réplicas por experimento = 3
(2 experimentos independentes).

A incidéncia de células apoptéticas determinada por citometria de fluxo
foi 19% superior no grupo DMSO (Figura 6) em relagdo ao controle. Ja os
demais grupos (controle, P10 e P50) foram estatisticamente similares. Como o
solvente DMSO também estava presente em P10 e P50 a 0,1%, observou-se
um efeito antiapoptdtico da mistura de POCs em relacao ao grupo DMSO.

® Para a apresentagéo dos resultados foi realizada uma comparagéo de todos os grupos entre
si. Dessa forma, caso as letras sobre as barras de erro padrdo da média sejam diferentes, os
grupos também serdo. Ja& os asteriscos, sobrescritos nas letras, indicam especificamente o
grau de significancia em relagdo ao grupo controle externo (controle), uma vez que o objetivo
aqui foi de discutir também o efeito do DMSO. Logo, se o grupo solvente (DMSO) e os grupos
P10 ou P50 apresentarem letras diferentes, eles séo estatisticamente diferentes (p<0,05 ou
valor menor), embora ndo necessariamente apresentem asteriscos.
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FIGURA 6. Apoptose estimada pelo ensaio TUNEL.
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Média + erro padrao da média. Apoptose em numero de células marcadas positivamente pelo
FITC-dUTP (apoptéticas) a cada 100 células. *p<0,05 (asteriscos em comparagao com 0 grupo
controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 4
(1 experimento).

4.2 Ensaio Cometa

Para o ensaio cometa, o0s nucledides (nucleos desprovidos de
membranas) foram classificados pela atribuicdo de um valor numérico
arbitrario, conforme o comprimento dos “rastros de DNA” (Figura 7). Entdo um
escore de dano foi calculado (Tabela 2). Dessa maneira, os grupos DMSO e

P50 apresentaram escores de dano superiores aos do grupo controle e P10.

FIGURA 7. Nucleoides de hepatdcitos de Hoplias malabaricus visualizados no ensaio Cometa.

DNA integro (classe 0) e progressivamente danificado (classes 1, 2 e 3) corados por brometo
de etidio. Barras = 8 ym.
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TABELA 2. Percentagem de incidéncia das classes de dano ao DNA (0, 1, 2 e 3) e escores.

Grupos - Class¢1es de dano nzo DNA - Escores

Controle 70,2+10,8 21,0+6,6 6,3%3,1 25+13 41 £16°

DMSO 16,3+44 485+50 262+43 9,0x24 128 + 12°**

P10 549x+8,7 282+49 10,9x31 6,0+1,3 68 + 15°

P 50 20,7+40 482+57 173+36 138+23 124 + 5"
Média + erro padrdao da média. Escore = X(classe do dano x % de incidéncia). *p<0,05,
**p<0,01 (asteriscos em comparagdao com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam
grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 6; nimero de réplicas por experimento = 3
(2 experimentos independentes).

4.3 Ensaios Bioquimicos

Quando comparados, os grupos DMSO e controle apresentaram valores
similares para as atividades das CAT e GST. Por outro lado, tanto no grupo
P10 quanto no P50 houve aumento nessas atividades enzimdticas. Para as
CAT (Figura 8) houve um aumento na sua atividade de 25% (P10) e 36%
(P50), enquanto que para as GST (Figura 9) esse aumento foi de 22% (P10) e
42% (P50), com relacdo ao grupo controle. Para ambas, CAT e GST, nao
houve diferenca estatistica entre os grupos P10 e P50.

FIGURA 8. Atividade especifica das CAT.
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Média + erro padrdo da média. Atividade em milimoles de peroxido de hidrogénio degradado
por minuto por miligrama de proteinas totais. *p<0,05, ***p<0,001 (asteriscos em comparacao
com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total
de réplicas = 30; numero de réplicas por experimento = 12 (2 experimentos independentes).
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FIGURA 9. Atividade especifica das GST.
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Média * erro padrdo da média. Atividade em micromoles do tioéter GSH-CDNB formado por
minuto por miligrama de proteinas totais. *p<0,05, ***p<0,001 (asteriscos em comparagao com
o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de
réplicas = 46; nUmero de réplicas por experimento = 22 (2 experimentos independentes).

A concentracdo de glutationa reduzida quantificada foi 19% superior no
grupo DMSO e 33% inferior em P50 (efeito oposto entre DMSO e P50), ambos
em relagdo ao grupo controle. Os grupos P10 e controle apresentaram
concentragdes estatisticamente semelhantes de GSH (Figura 10).

FIGURA 10. Concentracao de glutationa reduzida (GSH).
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Média + erro padrdo da média. Concentragcdo em micromoles de GSH por miligrama de
proteinas totais. **p<0,01, *** p<0,001 (asteriscos em compara¢ao com o grupo controle). OBS:
letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 42; nimero de
réplicas por experimento = 18 (2 experimentos independentes).
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A quantidade de hidroperéxidos lipidicos nas células indicou que a
peroxidacao lipidica estava aumentada com relagéo ao grupo controle, em 26%
no grupo DMSO e 18% em P10. Esses dois grupos nao apresentaram
diferencas estatisticas entre si, assim como os grupos P50 e controle quando
comparados (Figura 11). De fato, houve uma redugdo da peroxidacao de
lipidios em P50 comparativamente ao grupo DMSO, ou seja, mais uma vez
houve efeito oposto entre ambos.

FIGURA 11. Peroxidacao lipidica — concentragéao de hidroperéxidos lipidicos
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Média * erro padrao da média. Concentragdo em micromoles de hidroperoxidos por miligrama
de proteinas totais. ***p<0,001 (asteriscos em comparagao com o grupo controle). OBS: letras
diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 60; nimero de réplicas
por experimento = 18 (3 experimentos independentes).
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5. DISCUSSAO

Um desenho experimental um pouco diferente dos desenhos
comumente utilizados para a investigacdo do efeito de xenobidticos foi
empregado para verificar os efeitos de uma mistura de POCs em hepatécitos
de Hoplias malabaricus. Para atender essa finalidade, os referidos xenobibticos
foram obtidos a partir da gordura hepatica de enguias. Por serem hidrofébicos,
os POCs foram previamente solubilizados em DMSO antes de sua aplicacao
em meio de cultura. Apds a exposicao, os efeitos da mistura em questdo sobre
as células cultivadas foram avaliados através do uso de alguns biomarcadores.

O primeiro biomarcador avaliado foi a atividade das enzimas CAT, que
aumentou em ambos 0s grupos expostos a mistura de POCs (P10 e P50),
conforme ja relatado em peixes expostos a esse grupo de xenobibticos
(RODRIGUEZ-ARIZA et al., 1993). Esse acréscimo pode resultar, por exemplo,
de uma maior producdo de peréxido de hidrogénio® e, conseqiientemente,
aumento na sintese das enzimas mencionadas.

As CAT compdéem uma familia de hemeproteinas (GAO et al.,, 2003)
envolvidas na dismutagdo do peréxido de hidrogénio® e na destoxificacao® de
alguns substratos, como fenol, alcodis, acido férmico e formaldeido®
(NORDBERG e ARNER, 2001; ALBERTS et al., 2002). A NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida) é ligada a essas enzimas
peroxissomais, 0 que previne a inativacdo e aumenta a atividade molar
(KIRKMAN et al., 1999) das CAT.

Um dos papéis antioxidantes das CAT é reduzir o risco de formagéo do
radical®® hidroxila (HO") a partir do H>O. via reacédo de Fenton®® (NORDBERG e

ARNER, 2001) ou por reagdo com anion superéxido® (O,%). lIsso é

" O metabolismo de POCs no ciclo do citocromo P450 pode funcionar como uma importante
fonte de H,O, e O, (ZANGAR et al., 2004). EROs como o H,O, podem ativar fatores
(modificacao da porg¢éao tiol) que levam a transcri¢ao de enzimas antioxidantes (GASCH et al.,
2000; MOYE-ROWLEY, 2002; GEZZI, 2005).

%22 H,0, - 2 H,0 + O, (NORDBERG e ARNER, 2001).

63 Destoxificagdo — do inglés detoxification (HOLANDA FERREIRA, 2004).

64 H.O.+ R'H, = R’ + 2 H,O (R’: substrato organico) (ALBERTS et al., 2002).

® Radical livre = qualquer ion, atomo ou molécula, carregado ou neutro, que possui um ou
mais elétrons desemparelhados em sua estrutura (NORDBERG e ARNER, 2001; HOLANDA
FERREIRA, 2004; NAKAO, 2006).

® H,0, + Cu*/Fe** » OH + Cu**/Fe** + HO* (NORDBERG e ARNER, 2001).

" Hy0,+ O, = OH + HO" + O,

50



CAPITULO II: Caracterizagéo da toxicidade de uma mistura complexa de POCs em hepatdcitos de H. malabaricus

importantissimo, uma vez que a permeabilidade das membranas biol6gicas ao
H.O. é superior a de qualquer outra espécie reativa de oxigénio (ERO)
(NORDBERG e ARNER, 2001; CUI et al., 2004) e o H,0O, pode servir como
uma fonte de geracao localizada de HO™®.

O HO’ é provavelmente a ERO capaz de causar mais dano aos sistemas
bioldgicos (DIPLOCK et al., 1998; BETTERIDGE, 2000; NORDBERG e
ARNER, 2001), porquanto pode oxidar qualquer biomolécula, incluindo o DNA,
proteinas e lipidios (BREEN e MURPHY, 1995; COHEN et al., 1998; GIROTTI,
1985; GARDNER, 1989; STADTMAN e LEVINE, 2000; YLA-HERTTUALA,
1999; MARNETT, 2000), apesar de sua baixa capacidade de difusdo (CUI et
al, 2004)%. Conseqlientemente, o excesso de H,O, pode direta e
indiretamente comprometer a integridade de moléculas localizadas em
diferentes sitios dentro das células (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989;
COCHRANE, 1991), alguns pouco acessiveis as demais EROs. Uma das
formas de neutralizar o HO* e 0 H2O, é através de reacao com GSH, o segundo
biomarcador avaliado.

A reducao da concentracao de GSH verificada no grupo P50 (em relacao
aos grupos DMSO e controle) e no grupo P10 (em relacdo ao grupo DMSO) foi
um achado importante, uma vez que o par GSH / GSSG (glutationa dissulfeto)
€ o0 principal determinante ndo enzimatico do ambiente redox celular; o par
glutationa possui uma concentracdo molar muito superior a dos demais pares
redox (SCHAFER e BUETTNER, 2001). Essa reducdo pode decorrer de uma
maior producdo de EROs e do aumento da atividade das GST ap6s exposicao
aos POCs, visto que o GSH serve como molécula endobidtica na
destoxificacdo’™® de diversos substratos (ARMSTRONG, 1997; VAN
BLADEREN, 2000) e na reducdo de hidroperéxidos organicos (ROOH)”" pelas

% H,0, e O," parecem nao atacar o DNA ou iniciam a peroxidacdo de lipidios, ao contrario do
HO®* (HWANG e KIM, 2006).

% Como HO® é muito reativo, instavel e se difunde pouquissimo através das membranas
biolégicas, a formagédo local desta ERO tem importante papel na oxidagao de componentes
celulares (NORDBERG e ARNER, 2001; HWANG e KIM, 2006).

® No caso dos processos de destoxificagdo, a atividade catalitica das GST ocorre através da
adicdo nucleofilica do GSH a um centro eletrofilico do xenobidtico (VAN BLADEREN et al.,
1979; KLASSEN et al., 1996). As conjugagdes ocorrem através de reacdes de substituicao, nas
quais o GSH desloca um grupamento eletronegativo, e reagdes de adigao, nas quais o GSH é
adicionado a uma dupla ligagcao ou a um sistema ciclico (KLASSEN et al., 1996).

""ROOH + 2 GSH — GSSG + 2 H,0 + ROH (fungéo antioxidante das GST; agdo sobre ROOH
pelas GPx) (NORDBERG e ARNER, 2001).
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GST (ARTEEL e SIES, 2001). Além disso, o GSH participa na redugcao do
proprio H>0,"? nas reacdes catalisadas pelas glutationa peroxidases (GPx) e
reage prontamente com HO™".

Sabe-se que o DMSO é um potente scavenger do radical HO*
(DORFMAN e ADAMS, 1973; QIAN et al., 2005) e que dessa interacdo surgem
os radicais metila (H3C*) (BYVOET et al., 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999), que podem produzir, sob condicées aerdbicas, os radicais metoxila
(H3CO"), metilperoxila (H3COO®), gas metano e formaldeido (COHEN e
CEDERBAUM, 1980; KLEIN et al., 1981; BRITIGAN et al., 1990; BURKITT e
MASON, 1991). Essa propriedade do DMSO poderia influenciar na
manutencdo do GSH na forma reduzida, por reduzir diretamente a
concentragdo de HO'. De fato, observou-se um aumento na concentragao de
GSH no grupo DMSO, o que nao foi acompanhado quando POCs estavam
presentes (P10 e P50). Sendo assim, o efeito resultante da presenca conjunta
dos POCs e do DMSO ¢é oposto no que se refere a concentragédo de GSH; e a
presenca de POCs deve aumentar as taxas de oxidagao e conjugacao do GSH
e/ou reduz sua sintese, interferindo no ambiente redox celular.

O ambiente redox celular € um dos determinantes finais para a execucao
de apoptose (CAl e JONES, 1998; KAMATA e HIRATA, 1999; SCHAFER e
BUETTNER, 2001; HANCOCK et al., 2003), o terceiro biomarcador avaliado no
presente estudo. A deplecdo de GSH induz apoptose’ em varios tipos de
células (HIROI et al., 2005). Contudo, P10 e P50 nao apresentaram aumento
na incidéncia de apoptose, embora a concentracao de GSH tenha sofrido um
decréscimo nesses grupos. Isso se deve a pelo menos dois fatos: primeiro, 0s
hepatécitos foram expostos a uma mistura complexa de POCs, na qual alguns
componentes nao agem aditiva ou sinergicamente; e segundo, 0 decréscimo
na concentragdo de GSH nao foi, supostamente, suficiente para ativar a morte
celular programada. Com relagéo ao primeiro fato, ja foi relatado, por exemplo,
que o dieldrin pode afetar a funcao mitocondrial irreversivelmente (BERGEN,

" Hy0,+ 2 GSH = GSSG + 2 H,0

" GSH + HO®* = GS" + H,0 (neste caso forma-se o radical glutatiila que é reativo).

" Supostamente parece haver a interacdo entre o GSH e a proteina antiapoptética bcl-2
(VOEHRINGER, 1999), regulacédo negativa das enzimas quinase ¢ (PKC) (WARD et al., 1998)
e bloqueio na atividade da quinase C-jun NH-terminal (WILHELM et al, 1997) pelo GSH.
Também, a fungado da p53 parece ser sensivel ao estado redox celular (RAINWATER et al.,
1995).
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1971) e ativar a caspase-3 (KANNAN et al., 2000), enquanto que o heptacloro
pode estimular a atividade das PKC, induzir a expressao da bcl-2 e impedir a
liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria (OKOUMASSOUN et al., 2003).
Também, as respostas negativas na genotoxicidade do heptacloro sugerem
carcinogenicidade através de via epigenética (OKOUMASSOUN et al., 2003), o
que nao ocorre para o dieldrin. O dieldrin produz intermediarios metabdlicos
reativos carcinogénicos que causam a formacao de adutos de DNA e mutacdes
que, muitas vezes, progridem para tumores hepaticos (ASHWOOD-SMITH,
1981; BACHOWSKI et al., 1997). Entao, aparentemente o processo de morte
celular por necrose foi o Unico responsavel pelo decréscimo de viabilidade
celular em P50 (ja que a incidéncia de apoptose nao aumentou) e o aumento
da concentracdo de GSH foi insuficiente para evitar a ocorréncia de apoptose
no grupo DMSO™.

O DMSO néao altera a expressdao de membros pro-apoptéticos e
antiapoptéticos da familia bcl-2”%, ndo obstante majore a despolarizacdo da
membrana mitocondrial, o que sugere que o DMSO pode estimular a
ocorréncia de apoptose através da via mitocondrial de morte celular
programada (VONDRACEK et al., 2006). Nesse caso, o colapso do potencial
da membrana mitocondrial € a liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria para o
citosol (LIU et al., 2001), o aumento da concentracdo citoplasméatica de ions
calcio (NYGREN et al., 1987) e ainda a ativagdo da transcricdo das caspases’’
9 e 3 (LIU et al., 2001) corroboram para uma indugéao de apoptose pelo DMSO.
Comparando os grupos DMSO, P10 e P50, é plausivel sugerir que nos grupos
expostos aos POCs, o efeito resultante das interacdes na mistura €
antiapoptotico, uma vez que o solvente DMSO mostrou-se apoptotico e estava
presente também nos grupos P10 e P50.

Além dos biomarcadores ja citados, avaliou-se a fragmentacao do DNA
através do ensaio cometa. Tais dados revelam a ocorréncia de um aumento
nos danos ao DNA nos grupos P50 e DMSO (ambos em relagdo ao grupo
controle). Em P50, o aumento na fragmentacdo do DNA parece resultar da

A manutengdo do GSH na forma reduzida pode proteger as células da execugdo do
programa de apoptose.

Em linhagem celular de leucemia mieldide humana.
7 Observar que a ativagéo da transcricdo das caspases citadas ndo significa necessariamente
gue a cascata de caspases ocorrera, pois ha necessidade de haver tradugcao dos transcritos
(RNAm) e sua ativagao a partir dos respectivos zimogénios (procaspases 3 € 9).
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acdo conjunta do DMSO e dos POCs a 50 ng.ml™, visto que em P10, grupo no
qual o DMSO estava presente em igual concentracdo, ndo houve aumento nas
quebras de DNA. Logo, em P10 parece que os efeitos do DMSO, da mistura de
POCs e supostamente das EROs produzidas foram bem contrabalanceados
pelo acréscimo nas atividades das enzimas antioxidantes CAT e GST, pelo
menos no que se refere a danos ao DNA’®. No caso do grupo DMSO, a
fragmentacdo do DNA pode resultar, entre outros fatores, da prépria apoptose”®
e da geracao de alguns aldeidos reativos originados de dano oxidativo causado
por EROs a lipidios.

As EROs sao geradas durante o metabolismo oxidativo e existe um
limiar de tolerancia bastante estreito a elas em todos os organismos aerébicos
(TEW e RONAI, 1999). Elas reagem com varios aminoacidos (CAKATAY et al.,
2001), o que favorece o aparecimento de enzimas modificadas ou menos
ativas e, em alguns casos, proteinas desnaturadas ou nao funcionais
(BUTTERFIELD et al, 1998). As EROs podem afetar diretamente a
conformacdo e/ou a atividade de moléculas contendo grupamentos —SH
(sulfidrila) por oxidacdo da porcdo tiol (NORDBERG e ARNER, 2001). A
modificacdo oxidativa de proteinas pode afetar uma grande variedade de
fungdes celulares envolvendo proteinas e contribuir para a ocorréncia de dano
secundario a outras biomoléculas, como ao DNA pela inativacao e/ou reducao
da funcionalidade de enzimas de reparo do DNA e/ou perda da fidelidade das
DNA polimerases na replicacdo do DNA (EVANS et al., 1999). Enzimas de
reparo do DNA como a endonuclease lll (FU et al., 1992) e a poli ADP-ribose
polimerase | (HUGHES, 2002) possuem grupamentos sulfidrila cruciais, que,
caso afetados, poderiam reduzir o reconhecimento do dano ao DNA e,
conseqlientemente, impossibilitar seu reparo. E possivel que o dano ao DNA
observado no presente estudo resulte de um mau funcionamento do sistema de
reparo do DNA aliado a producdo de EROs e radicais organicos capazes de
danificar o DNA®, tanto no grupo DMSO quanto em P50.

"8 P10 apresenta inclusive escores de quebras no DNA inferiores aos encontrados para o grupo
DMSO.

" A fragmentagdo do DNA por endonucleases ativadas via cascata de caspases é um dos
eventos finais do processo de morte celular programado, a apoptose (ALBERTS et al., 2002).

8 Através de quebras no DNA, ligacao cruzada entre o DNA e proteinas, agucares ou lipidios
oxidados, oxidagao de purinas etc (KROEMER et al., 1998).
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Os radicais organicos alquila (NIKI et al., 1993) e peroxila, os radicais
provenientes de lipidios hidrofébicos e varios tipos de EROs (WEI et al., 1999)
estado intimamente envolvidos com o processo de peroxidacao lipidica (LPO), o
que pode explicar o porqué da elevacao da LPO nos hepatécitos cultivados na
presenca de DMSO. Realmente, o DMSO parece ter sido um agente
importantissimo na elevagdo da LPO nos grupos DMSO e P10 (ambos em
relacdo ao grupo controle). Ja no grupo P50, a elevacdo de sistemas
enzimaticos de defesa parece ter possibilitado a manutencao de concentracoes
mais baixas de hidroperdxidos organicos (em relacdo ao grupo DMSO), com
niveis semelhantes aos encontrados no grupo controle. Do ponto de vista
funcional, quando os &acidos graxos sao peroxidados, eles tornam-se mais
hidrofilicos, perturbando as fungdes normais da membrana® (ACWORTH e
BAILEY, 1995), seja a membrana plasmatica, sejam as membranas de
organelas como mitocéndrias, lisossomos etc. Logo, a peroxidacao lipidica traz
consequéncias sérias as células.

Nao somente a peroxidacao lipidica, mas também os danos ao DNA
observados no grupo DMSO parecem resultar dos produtos da reagao do HO*

com o DMSO e da formagéo local®?

desse radical. Além disso, ja foi descrito
que o DMSO pode alterar a permeabilidade e a estabilidade das membranas
lisossomais in vitro (MACKIE et al.,, 1989). A peroxidacdo das membranas
lisossomais com conseguinte extravasamento de DNAses e a formacédo de

adutos de DNA por alguns radicais organicos e produtos de peroxidagao

8 0s hidroperoxidos lipidicos formados durante a LPO podem interagir com outros acidos
graxos, principalmente os poliinsaturados, gerando uma cadeia autocatalitica de peroxidagao
lipidica, a qual pode levar a modificagdo estrutural de construgbes complexas de lipidios e
proteinas como as membranas biolégicas (ABUJA e ALBERTINI, 2001; KUHN e BORCHERT,
2002). A integridade fisica das membranas bioldgicas é um pré-requisito indispensavel para a
regulacdo de muitos processos celulares. A alteracdo de importantes pardmetros celulares
como a fluidez, a permeabilidade, o potencial elétrico e o transporte controlado através da
membrana (CUI et al, 2004), devido a peroxidacao lipidica, € um evento comum no dano
celular (PURI e KOHLI, 1995; STRMAC e BRAUNBECK, 2002). Além de hidroperoxidos
também sao formados os hidroxialquenos durante a LPO, que possuem maior tempo de vida e
capacidade de difusdo que as EROs e os hidroperoxidos (WANG e BALLATORI, 1998).

8 Via reacao de Fenton nas vizinhangas do DNA, onde o ion cobre é requerido para a adesao
do DNA a matriz nuclear (COLLINS, 1999); ou nas vizinhangas de membranas ricas em
hemeproteinas (RYTER e TYRRELL, 2000).
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lipidica®® devem ser outros fatores importantes que contribuem para o escore
atipico de quebras no DNA relatadas.

Os biomarcadores “danos ao DNA” e “peroxidacao lipidica” nao
apresentaram, quando analisados conjuntamente, padrées de resposta
esperados nos grupos P10 e P50. A LPO aumentou, porém nao os danos ao
DNA no grupo P10, enquanto que o inverso ocorreu em P50. Para explicar
essa aparente discrepancia, deve-se evocar a formacao localizada de EROs
altamente reativas como o HO® e a susceptibilidade diferenciada do DNA,
acidos graxos e proteinas ao dano oxidativo como fatores hipotético-
explanatorios, uma vez que uma investigagdo mais minuciosa seria necessaria
para que determinadas afirmacdes fossem feitas com relacao aos resultados
obtidos para os dois biomarcadores citados, danos ao DNA e peroxidacéo
lipidica. Embora existam varios fatores que podem fragmentar o DNA, a
peroxidacdo de lipidios é quase sempre relacionada com um excesso de
agentes oxidantes, sejam EROs ou nao.

O termo “estresse oxidativo” denota um desbalanco entre a producao de
agentes pré-oxidantes e os respectivos sistemas de defesa antioxidantes de
uma célula ou organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; CUI et al.,
2004). Esse desequilibrio favorece, consequentemente, o estabelecimento de
um ambiente mais oxidante que o normal®. Como esperado, parece que os
hepatocitos de Hoplias malabaricus ativaram alguns sistemas de defesa
antioxidantes (CAT e GST) para restabelecer o balanco redox apés a
exposicao a mistura de POCs. Ja a presenca do DMSO causou efeitos (Figura
12) de importancia igual ou superior aos causados pelos proprios POCs em
biomarcadores (Figura 13) que indicam dano celular (LPO, quebras no DNA),
como conseqUéncia provavel, em parte, da nao alteracdo mensuravel das
enzimas CAT e GST. Além desses efeitos, ja foi descrito que o DMSO pode
inibir a atividade das isoformas de citocromo P450 CYP2C9, 2C19, 3A4 e 2E1

8 Alguns aldeidos bastante reativos como o malonaldeido, crotonaldeido, acroleina, 4-hidroxi-
2-nonenal etc (NAIR e OFFERMAN, 1985; ESTERBAUER et al., 1991; LOUREIRO et al., 2002;
MARTINEZ et al., 2003).

8 A producédo excessiva e desregulada de EROs pode ter graves consequiéncias as células.
Contudo, em baixas concentragbes, as EROs e ERNs (espécies reativas de nitrogénio) tém
importante papel no contexto biolégico. Elas sao importantes reguladores fisiolégicos na
sinalizacdo celular, participando de processos envolvidos na proliferagdo celular, relaxamento
endotelial, destruicao de patégenos, apoptose etc (PALMER et al., 1987; SUNDARESAN et al.,
1995; IRANI et al., 1997; MANNICK e SCHONHOFF, 2002).
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em hepatécitos de humanos (EASTERBROOK et al., 2001). Considerando que
muitas dessas isoformas podem ser evolutivamente conservadas e que
algumas delas sdo induzidas por POCs, estando envolvidas no seu
metabolismo (TANG et al, 2004), o DMSO poderia estar “camuflando” ou
retardando determinados efeitos dependentes da biotransformacao de alguns
dos pesticidas que compdem a mistura empregada nos ensaios in vitro
realizados.

A exposicdo de células in vitro a uma mistura de poluentes parece
permitir importantes interagdes, o que efetivamente ocorre in vivo. Todavia,
esse tipo de ensaio dificulta atribuir um efeito especifico a um agente causador
exclusivo, isto é, a um estressor quimico em particular. Entdo, a mistura deve
ser considerada como sendo um agente com propriedades mdltiplas, as quais
dependem da composicao especifica e das concentragcbes de cada um dos
componentes dessa combinagéo.

Em um sistema biol6gico complexo como uma célula, os resultados
finais da acdo mdultipla de uma mistura de xenobibticos precisam ser
determinados empiricamente, sendo esta determinacdo uma condicdo
imprescindivel para um melhor entendimento do que acontece com organismos
expostos no seu ambiente de vida. Essa foi, irrefutavelmente, a justificativa

determinante para a realizac&do do presente estudo.
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FIGURA 12. Efeitos causados pelo DMSO e alguns mecanismos hipotéticos.
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O DMSO produz o radical metila (HsC') através de reagdo com o radical hidroxila (HO). O
radical metila gera, sob condi¢cdes aerdbicas, os radicais metoxila (HsCO) e metilperoxila
(HsCOO), os quais podem, assim como os préprios radicais metila e hidroxila, iniciar a
peroxidagao de lipoproteinas e de lipidios de membrana, principalmente os poliinsaturados. O
DMSO pode também alterar a permeabilidade e/ou estabilidade da membrana lisossomal e
ativar as caspases -9 e -3, 0 que poderia causar dano adicional ao DNA aquele originado da
interacdo de espécies radicalares e dos hidroperéxidos lipidicos com o DNA, por levar a
ativacdo de endonucleases; as caspases efetoras podem levar a inativacdo da proteina
sequestradora da DNA endonuclease. Como o DMSO seqUestra radicais hidroxila, ele poderia
influenciar na concentracdo de GSH; contudo ndo esta claro o porqué do aumento da
concentracao do GSH. Nas mitocéndrias, o DMSO pode induzir a liberagao do citocromo c e 0
colapso do potencial de membrana, ambos decorrentes do aumento da permeabilidade de
membrana mitocondrial. Esses efeitos e a upregulation de proteinas pré-apoptoticas pelos
proprios danos ao DNA, mas ndo o aumento na concentracdo de GSH, contribuem para a
ocorréncia de apoptose.

58



CAPITULO II: Caracterizagéo da toxicidade de uma mistura complexa de POCs em hepatdcitos de H. malabaricus

FIGURA 13. Efeitos causados pela mistura de POCs e alguns mecanismos hipotéticos.
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Os POCs podem causar o aumento da atividade de algumas isoformas de GST e durante a
biotransformacao desses pesticidas EROs sao geradas. A reacdo do GSH com o peréxido de
hidrogénio (H,O,) ou hidroper6xidos organicos (ROOH) e o aumento da atividade global das
GST devem contribuir para a oxidacdo do GSH e, conseqlientemente, para o decréscimo na
sua concentragdo molar. A produgdo de EROs e em dltima instancia, peréxido de hidrogénio,
pode causar aumento na sintese das CAT e, como resultado, aumento na sua atividade. A
neutralizacdo e degradacdo do peréxido de hidrogénio (pelo GSH e CAT) levam a menor
formagéao do radical hidroxila, logo a menos peroxidacao de lipidios. O excesso de EROs pode
causar danos ao DNA e a morte de células por necrose. Ao mesmo tempo, a produgéo de
EROs em excesso pode aumentar a permeabilidade mitocondrial, a concentracdo de ions
célcio intracelular e provocar a liberacdo do citocromo ¢ da mitocéndria para o citosol, o que
leva, muitas vezes, a apoptose. Ainda, o decréscimo da concentracdo de GSH e a ativagao de
caspases por alguns pesticidas (por exemplo, o dieldrin) contribuem positivamente para as vias
apoptoticas. Entretanto, outros pesticidas (por exemplo, o heptacloro) podem agir
antagonicamente, impedindo a ocorréncia de apoptose através da inibicao da liberagdo do
citocromo ¢, aumento da atividade das PKC e ativacdo de proteinas antiapoptéticas como a
bcl-2. A soma desses eventos e a intensidade de cada um deles determina se a célula segue
ou n&o as vias que culminam em apoptose.
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6. CONCLUSOES

O modelo padronizado (capitulo 1) mostrou-se adequado para
investigacbes com xenobioticos, permitindo a verificagdo de alguns efeitos
causados por esses agentes ja numa primeira aplicagao investigativa.

Alguns dos efeitos induzidos e/ou causados pela mistura de pesticidas
testada foram nos sistemas de defesa enzimaticos CAT e GST, na
concentragdo de GSH e na viabilidade celular. Outros efeitos como a
peroxidacao lipidica, danos ao DNA e apoptose parecem ser causados ou
fortemente influenciados pelo DMSO. Para os ultimos biomarcadores, a mistura
de POCs e o0 DMSO apresentaram efeitos finais opostos.

Apesar de o DMSO ser freqlentemente empregado para solubilizar
POCs e PCBs, a fim de possibilitar sua aplicagdo em culturas celulares, ele nao
€ um solvente apropriado para ensaios com hepatocitos de Hoplias
malabaricus, uma vez que alterou a resposta de importantes biomarcadores.
Logo, € necessario encontrar um substituto para o DMSO em futuros ensaios
com xenobibticos lipofilicos no modelo supracitado. Uma possibilidade seria o
emprego do préprio soro bovino fetal, visto que o soro é rico em lipidios e os
POCs sao particionados nessas moléculas. Outra opgao seria a complexacao
dos POCs com a proteina albumina. Ambos os procedimentos supracitados
sao interessantes, pois empregam moléculas que nao sao extranhas aos

hepatocitos.
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Capitulo Il

CAPITULO |Ill: Caracterizacio da toxicidade do DDT, metilmercurio
(MeHg) e mistura DDT+MeHg em hepatécitos de Hoplias malabaricus

RESUMO

O MeHg e o DDT séo poluentes que biacumulam e biomagnificam facilmente, muitas
vezes coexistindo em alguns ambientes como na regiao Amazénica. Em peixes, 0
figado e o musculo sao tecidos-alvo preferenciais para ambos os contaminantes. O
MeHg € um organo-metal gerado a partir da metilagdo do mercuario inorganico por
bactérias, que pode ser de origem natural ou de atividade antrdpica, constituindo a
forma predominante encontrada em tecidos biolégicos, a qual apresenta afinidade por
grupamentos ti6l (-SH) de peptideos/proteinas. Ja o DDT €& um
inseticidaorganoclorado sintético produzido em larga escala a partir de 1945, que
comegou a ter seu uso proibido (exceto para o controle de vetores de doengas) ao
inicio de 1970. Mundialmente, o DDT ainda pode ser utilizado, em alguns casos, para
o controle dos vetores de malaria e leishmaniose visceral. O DDT pertence ao grupo
dos POPs e é altamente bioacumulado em reservas lipidicas de tecidos animais.
Tendo esses dados em mente, decidiu-se por expor hepatédcitos de Hoplias
malabaricus cultivados a duas concentragcdes de MeHg (MeHg | = 0,25 pM, ~53,9
ng.m™ e MeHg Il = 25 pM, ~539 ng.ml'), uma concentragdo do isémero
predominante na férmula comercial do DDT, o p,p~DDT (DDT = 50 nM, ~17,7 ng.ml™)
e a mistura de ambos os xenobiéticos (MeHg | + DDT = 50 nM de DDT + 0,25 uM de
MeHg), com um grupo controle mantido em paralelo. Hepatdcitos foram isolados,
cultivados por trés dias e entdo expostos por quatro dias aos xenobiéticos em meio de
cultura. Observaram-se: (1) reducdo na viabilidade celular em todos os grupos
expostos; (2) aumento na incidéncia de apoptose (DDT); (3) decréscimo (MeHg Il) e
acréscimo (DDT, MeHg |, DDT+MeHg |) na atividade das CAT; (4) decréscimo na
atividade global das GST (DDT); (5) redugcdo (MeHg |, DDT+MeHg I) e aumento
(MeHg Il) da atividade da glutationa dissulfeto redutase (GR); (6) diminuicdo (DDT e
MeHg Il) da atividade das superdxido dismutases (SOD); (7) aumento (MeHg Il e
DDT+MeHg I) da atividade da glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH); (8) aumento
(MeHg Il) da atividade da delta aminolevulinato desidratase (6-ALAd); (9) reducéo da
concentracdo de GSH (DDT, MeHg I, DDT+MeHg 1); (10) aumento da peroxidagéao
lipidica em todos os grupos expostos; (11) acréscimo (MeHg Il e DDT+MeHg 1) na
carbonilacédo de proteinas (PCO); (12) aumento da producgéo de H,O, (DDT, MeHg | e
DDT+MeHg 1); e (13) diminuicdo da produgdo de O, (MeHg IlI). O conteido de
glicogénio manteve-se similar em todos os grupos experimentais. Foram realizados
um (2), dois (1,12,13) e trés/quatro (3-11) experimentos independentes. Destaques
importantes: as concentracoes utilizadas sao encontradas naturalmente no figado de
Hoplias malabaricus da regido Amazénica; o DDT foi testado em concentracdo abaixo
do seu limite de solubilidade em &agua (por isso a auséncia de grupo solvente); e as
concentracbes de DDT e MeHg testadas, mesmo sendo consideradas baixas,
alteraram a resposta de varios dos biomarcadores avaliados.

Artigo referente ao presente capitulo: Oxidative and Toxic Effects of DDT and
Methyl Mercury on the Hepatocytes from Hoplias malabaricus. Submetido para
publicacao, 2007.
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1. INTRODUGCAO

Por volta de 1945, o DDT (diclorodifeniltricloroetano), inseticida sintético
do grupo dos organoclorados, comecou a ser produzido em larga escala,
passando a ser utilizado na agricultura e pecuaria como pesticida por cerca de
25-30 anos (D’AMATO et al., 2002). No periodo de 1946-1970 todos os
programas de controle da malaria se apoiavam quase que totalmente no
emprego do DDT, tamanha sua eficiéncia contra formas adultas dos mosquitos
vetores e seu prolongado efeito residual (REY, 1991). Nos anos 60, ja havia
indicios de que o DDT®® era persistente no ambiente e toxico para organismos
cronicamente expostos, fato que culminou em restricdes no uso do DDT a partir
de 1970.

Com essas restricoes, a concentracdo de DDT em animais aquaticos
comecgou a decrescer gradualmente ao longo dos anos. Contudo, ainda hoje
concentracdes importantes de DDTs (DDT e subprodutos/produtos de
biotransformacdo) podem ser detectadas em diversos compartimentos do
ambiente, como agua, ar, sedimentos e animais (ALBAIGES et al., 1987;
NHAN et al.,, 1998; BINDELMAN et al., 1990; FOX et al., 2001, HITES et al,,
2004). Animais carnivoros tendem a acumular mais DDTs que animais
pertencentes a outros niveis tréficos®®, embora fatores como teor lipidico no
organismo®’, tamanho, idade, espécie e comportamento também afetem as
taxas de bioacumulacao e bioconcentracao do DDT.

Em geral, peixes de latitudes tropicais bioacumulam menores
concentracdes de compostos organoclorados como o DDT que peixes de
regides temperadas e frias, o que pode ser explicado pela maior taxa de
eliminagdo por metabolismo (PANDIT et al., 2006) e pelo menor tempo de

8 0 inseticida comercial DDT & constituido, em geral, pela seguinte formulagdo: p,p-DDT
(77,1%), o,p-DDT (14,9%), p,p-DDD (0,3%), o,p-DDD (0,1%) e impurezas (3,5%). Todos os
isbmeros sdo substancias com a férmula empirica CMHQCI5 (WHO, 1989). Ao perder uma
molécula de HCI, por degradacéo biolégica ou ambiental, o p,p~DDT forma o metabolito DDE
(2,2-bis-p-clorofenil-1,1-dicloroetileno), que é ainda mais resistente as degradagdes que o DDT
e responde por 50-70% da massa de DDT no ambiente (NEWSOME e ANDREWS, 1993).
Outros subprodutos importantes sdo o DDD (2,2-bis-p-clorofenil-1,1-dicloroetano), DDMU (1-
cloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano), DDMS (1-cloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano), DDNU (1,1-bis(p-
clorofenil)eteno), DDOH (2,2-bis(p-clorofenil)etanol), DDOCH (2,2-bis(p-clorofenil) etanal), DDA
(bis(p-clorofenil) acido acético), CCl, (tetracloreto de carbono) (ATSDR, 2002; D’AMATO et al.,
2002).

% Devido ao processo de biomagnificago.

8 O DDT é muito lipofilico (HARRIS et al., 2003).
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residéncia no ambiente tropical (WANIA e MACKAY, 1993; PANDIT et al.,
2006). Nesses ambientes, POPs como o DDT tendem a evaporar, sendo entao
transportados via atmosfera e depositados em regides temperadas, polares (LI
e MACDONALD, 2005) e/ou montanhosas (LI et al., 2006), que agem como
condensadores frios (BLAIS et al., 1998), num processo conhecido como
destilacdo global.

O processo de distribuicdo atmosférica, uso indiscriminado do DDT
durante mais de 20 anos e a persisténcia de concentragdes importantes de
DDT nos ambientes naturais até a atualidade fazem com que DDT ainda
represente risco potencial para alguns organismos, sobretudo quando ha co-
exposicdo desses organismos a outros xenobi6ticos como o mercurio (Hg)®.

O Hg é um metal altamente tdxico para os seres vivos e é abundante em
muitos ecossistemas. Em vertebrados, esse metal pode afetar, de forma
deletéria, células especializadas muito importantes como, por exemplo, células
renais, neurbnios e hepatécitos. Historicamente, a maior parte das
investigacées a respeito do Hg em peixes preocupa-se com as fontes
antrépicas® que resultam em altos niveis de Hg nesses organismos (KIM,
1995). Contudo, em algumas regides, fontes naturais de Hg respondem por
altas concentragdes deste metal na biota, como no caso de alguns rios®
(VALLE et al., 2005) e lagos.

No sedimento de lagos e rios, o Hg inorganico pode ser metilado a
monometilmercurio (MeHg) por bactérias (COMPEAU e BARTHA, 1984), o que
se configura no passo mais importante para a entrada do Hg na cadeia
alimentar aquatica. Em geral, a transmissao do MeHg através da cadeia tréfica
€ muito superior a captacdo da forma ibnica do Hg da agua por peixes
(BARBOSA et al., 2003), sendo que 0s peixes carnivoros adquirem grande
quantidade de MeHg que é bioacumulado nas matrizes protéicas®’ desses
organismos, principalmente em funcdo do tamanho do peixe (BARBOSA et al.,
2003).

8 Sempre que Hg é citado, faz-se referéncia ao mercurio em geral.

89 Mineragéo de ouro, processos industriais, queima de combustiveis fosseis etc.

% Por exemplo, o rio Negro (FADINI e JARDIM, 2001).

" O actmulo do Hg nas matrizes protéicas e a distribuicdo pelo organismo sdo, em grande
parte, resultantes da afinidade do metal com aminoacidos que contém enxofre (ROONEY,
2007).
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O metal Hg e o inseticida DDT representam risco potencial para a
manutencdo de comunidades aquaticas naturais, pois eles podem sofrer
bioconcentragdo, bioacumulacdo e biomagnificacdo, atingindo, muitas vezes,
concentracdes toxicas na biota exposta. Ambos 0s xenobidticos constituem um
problema global e podem coexistir em uma grande variedade de ecossistemas,
como os ecossistemas da Amazénia.

Embora alguns estudos oferecam dados a respeito das concentragoes
tissulares de DDT e Hg em peixes (Tabela 3) da Amazénia, os efeitos de
concentracdes realisticas desses xenobibticos em espécies de peixes nativas
do Brasil ainda sdo pouco conhecidos, sobretudo os efeitos toxicos em células-
alvo, como os hepatdcitos.

Em luz dos fatos mencionados, hepatocitos de Hoplias malabaricus
foram cultivados e expostos, pela primeira vez, a concentracdes realisticas de
DDT, MeHg e combinacdo de ambos, visando-se, com isso, verificar os efeitos

desses xenobidticos em células de uma espécie de peixe brasileira.
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TABELA 3. Concentragbes de DDT e Hg detectadas em musculo (M) e figado (F) de peixes
amostrados em diferentes regides da Terra.

Area de coleta

Espécies de peixes

Concentracoes

Referéncias

Rios Madeira e Tapajos

(regiao Amazbnica, Brasil)

Hoplias malabaricus

Brachyplatystoma vaillanti
Plagioscion squamosissimus

20 ng p,p-DDT.g" M
389 ng p,p-DDT.g" M
209 ng p,p-DDT.g" M

TORRES et al., 2002

Estuario Douro (Portugal)

Platichthys flesus
Mugil cephalus

161,3ng =DDTs.g"' F
33,7ng *DDTs.g" F

FERREIRA et al., 2004

Lago Salton Sea
(Califérnia, EUA)

Cynoscion xanthulu
Tilapia mossambique

22,5ng p,p-DDT.g" F
17,9 ng p,p-DDT.g" F

SAPOZHNIKOVA et al.,
2004

Rio Dniester (Moldova)

Chondrostoma nasus

27,7 p,p-DDT.g"' M

SAPOZHNIKOVA et al.,
2005

Linha costeira de Mumbai

(india)

Scoliodon laticaudus

29,8 ng p,p-DDT.g" M

PANDIT et al., 2006

Rio Ouémeé (area de
Bonou, Benin)

Clarias gariepinus

60 ng p,p-DDT.g" M

PAZOU et al., 2006

Mar Mediterraneo

Xiphias gladius

106 ng =DDTs.g" F

STORELLI e
MARCOTRIGIANO, 2006

Peixes comprados em
mercados de Hong Kong

Epinephelus bleekeri
Nemipterus virgatus
Trachinotus blochii
Pseudosciaena crocea

25,8 ng p,0-DDT.g" M
59,8 ng p,p-DDT.g"' M
133 ng p,p-DDT.g" M
26 ng p,p-DDT.g" M

CHEUNG et al., 2007

Lagoa Lesina (Costa do
mar Adriatico, Italia)

Anguilla anguilla

22 ng p,p-DDTs.g' M

STORELLI et al., 2007

Lago Rotomahana (Platd
do CNI, Nova Zelandia)

Oncorhynchus mykiss

1840 ng MeHg.g"' M

KIM, 1995

Bangladesh

Mystus seenghala

402 ng MeHg.g' M

HOLSBEEK et al., 1997

Wallago attu 305 ng MeHg.g"' M
Rio Kyeburn (Nova Anguilla dieffenbachia 651 ng Hg.g' M REDMAYNE et al,, 2000
Zelandia)
Reserva de Camargue . . 610 ng Hg.g' M OLIVEIRA RIBEIRO et
(Lago Vacare, Franga) Anguilla anguilia 760 ng Hg.g"' F al., 2005
Lagos Mirror, Cli, Little Coregonus clupeaformis 350 ng Hg.g': M
Doctor e Ste. Therese Salvelinus namaycush 790 ng Hg.g M
(bacia do rio Mackenzie, = Esox lucius 740 ng Hg.g' M EVANS et al, 2005

Canada)

Stizostedion vitreum

1430 ng Hg.g' M

Rio Negro (regiao
Amazénica, Brasil)

Hoplias malabaricus

Hydrolycus scomberoides

Cychla spp

247-1537 ng Hg.g' M
114-5437 ng Hg.g' M
160-2441 ng Hg.g' M

DOREA et al., 2006

Lagoa Lesina (Costa do
mar Adriatico, Italia)

Anguilla anguilla

180 ng Hg.g' M

STORELLI et al., 2007

Rio Madeira (regiao
Amazbnica, Brasil)

Hoplias malabaricus

681 ng Hg.g' M
920 ng Hg.g"' F

SEBRENSKI SILVA,
2007

Os valores de concentragao sdo em relagdo a massa Umida de tecido biolégico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Verificar os efeitos de concentracdes fatuais de MeHg e DDT em cultura
primaria de hepatécitos de Hoplias malabaricus.

2.2 Objetivos especificos

- Expor os hepatécitos durante quatro dias ao MeHg e ao DDT isoladamente e
em combinacao através de meio de cultura;

- Avaliar os possiveis efeitos citotdxicos através de biomarcadores bioquimicos
(atividade das catalases, das glutationa S-transferases, da glutationa dissulfeto
redutase, das superdxido dismutases, da glucose-6-fosfato desidrogenase, da
d-aminolevulinato desidratase; concentracdao de glutationa reduzida e de
glicogénio; producdo de peroxido de hidrogénio e de &anion superoxido;
peroxidacao de lipidios e carbonilagdo de proteinas) e de viabilidade e morte

celular (apoptose).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e cuidados com os peixes

Capitulo I, subitem 3.1

3.2 Isolamento das células

Para o isolamento de células hepaticas de Hoplias malabaricus foi
empregado o procedimento descrito no Capitulo | (subitem 3.2), com as
seguintes modificagées®:

- Adicionou-se 1 g.I"" de D-glucose ao PBS-EDTA empregado na perfusao;

- Ao final da perfuséo, o figado foi transferido a outra placa de petri e cortado
com lamina de bisturi em solucao de PBS contendo EDTA a 0,02%, tripsina a
0,05% e D-glucose a 1 g.I'". Empregando pipetas Pasteur de plastico estéreis,
os pedacos de tecido e células em suspensao foram gentilmente aspirados e
espirados durante 10-20 min. A suspenséao de células entao sofreu o processo

de dissociagao mecanica e limpeza conforme protocolo original.

3.3 Condicoes para o cultivo celular

A suspensdo celular foi ajustada para uma densidade de 0,5-1x10°
céls.ml” em meio RPMI 1640 (D-glucose a 2 g.I", pH 7,8) suplementado com
HEPES (15 mM), NaHCO; (6 mM), insulina mista (0,1 U.ml"), sulfato de
gentamicina (40 mg.I"") e soro bovino fetal (5%). Entdo, aproximadamente
3x10°, 6-8x10° e 2-3x107 células (viabilidade > 90%) foram, respectivamente,
semeadas em microplacas de 96 pocos, garrafas de cultura de 25 e 75 cm?
(Corning-Costar®) sem pré-tratamento e mantidas a 24°C em estufa
convencional (pCO, atmosférica).

3.4 Desenho experimental

Primeiramente as células foram cultivadas por trés dias para que
houvesse recuperagédo do procedimento de isolamento, adesao e reagregagao.

% As modificacdes no protocolo de dissociacdo original permitiram a obten%éo de maior
quantidade de células viaveis (em algumas perfusdes foram obtidas 7,2 x 10 céls.kg'1 de
peixe, com viabilidade superior a 97%).
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Entdo, a maioria das células ndo aderidas e mortas foi removida através de
uma lavagem suave com PBS, e as células aderidas foram utilizadas nos
experimentos. A partir da populacao de hepatécitos de um mesmo peixe, cinco
grupos experimentais foram estabelecidos: grupo controle (sem exposicao aos
xenobioticos), DDT (células expostas a 50 nM (~17,7 ng.ml-1) de p,p-DDT),
MeHg | (células expostas a 0,25 uM (~53,9 ng.ml") de monometilmercurio),
MeHg Il (células expostas a 2,5 pM (~539 ng.ml”') de monometilmerciirio) e
DDT+MeHg | (células expostas a mistura de p,p-DDT a 50 nM e
monometilmercario a 0,25 uM). As células foram cultivadas com (grupos
expostos) e sem (grupo controle) os xenobibticos durante quatro dias, sem
troca de meio de cultura durante a exposicdo. As culturas foram
periodicamente monitoradas para identificar eventuais mudancas como
contaminacao por microrganismos, acidificacdo do pH do meio de cultura e
desalojamento (desadesao) celular.

Visto que o DDT € pouquissimo hidrofilico (hidrossolubilidade de
aproximadamente 25 ng.ml” ou 70 nM a 25°C (HOWARD e MEYLAN, 1997)),
os cristais de DDT foram primeiramente dissolvidos em etanol (4,5 ug de DDT
por 1 ul de etanol) sob ultra-som (10 ciclos de 1 min cada) e o etanol contendo
DDT foi adicionado e solubilizado em soro bovino fetal. O soro foi entédo
mantido a 37°C em um béquer estéril sob agitacao por 2 h para possibilitar a
evaporagao de parte do etanol, filtrado e mantido a -20°C em aliquotas. Um
procedimento similar foi realizado para o soro utilizado para os grupos
experimentais ndo expostos ao DDT incluindo o controle, exceto pela néo
adicdo do DDT ao soro. Os experimentos foram conduzidos utilizando soro
pertencente ao mesmo lote. A concentracédo final de etanol maxima, no caso de
nao ter havido evaporacao alguma durante o procedimento supracitado, seria
de aproximadamente 0,00039%, considerada desprezivel para esse tipo de
experimento.

Apos os quatro dias de exposicdo, as células foram removidas com o
emprego de cellscraper para os ensaios bioquimicos e por tripsinizacdo (EDTA
a 0,02%, tripsina a 0,05% em PBS a temperatura ambiente) para os ensaios de
viabilidade celular e TUNEL e de deteccao de EROs.
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3.5 Viabilidade Celular

Apo6s tripsinizagdo as células foram centrifugadas, lavadas e
ressuspendidas em PBS gelado. Em seguida, iodeto de propidio foi adicionado
a 500 pl de suspensdo celular (aproximadamente 1x10° céls.ml™'; concentracao
final do Pl de 10 ug.ml™). Apés 1-2 min de incubacéo, foi realizada a aquisicdo
de dados através do citobmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) ja
calibrado com populacdo de células sem marcagdo. Em cada analise, 2x10*

eventos por réplica foram considerados.

3.6 Ensaio TUNEL

Capitulo Il, subitem 3.7

3.7 Ensaios bioquimicos

Capitulo Il, subitem 3.8

3.7.1 Peroxidacao lipidica (LPO)

Capitulo Il, subitem 3.8.1

3.7.2 Concentracao de Glutationa Reduzida (GSH)

Capitulo Il, subitem 3.8.2

3.7.3 Atividade das Catalases (CAT)

Capitulo Il, subitem 3.8.3

3.7.4 Atividade Global das Isoformas de GST

Capitulo Il, subitem 3.8.4

3.7.5 Atividade da Glutationa dissulfeto redutase (GR)

A atividade da GR foi determinada na fragdo S9% medindo-se o
decréscimo de absorbancia (A = 340 nm) devido a oxidacdo do B-NADPH

acoplada a reducéao da glutationa dissulfeto (SIES et al., 1979). Para o ensaio,

% A fragdo S9 é o sobrenadante obtido apds centrifugacdo a 9.000 x g.

69



CAPITULO III: Caracterizagao da toxicid. do DDT, MeHg e mistura DDT+MeHg em hepatécitos de H. malabaricus

50 pl de amostra e 250 pl de meio de reagédo (B-NADPH a 0,5 mM, GSSG a 5
mM, tampao fosfato a 100 mM, EDTA a 5 mM, pH 7,6, 25°C) foram
adicionados a uma microplaca. O decréscimo de absorbancia foi monitorado
durante 10 min em intervalos de 40 s e 0s brancos consistiam em meio de
reacdo e PBS. Para a determinagdo da atividade da GR, foi selecionado o
primeiro intervalo de 8 min (r* > 0,95) e utilizado o coeficiente de extingdo molar
para o NADPH de 6,22 mM™.cm™.

Forma de célculo empregada:

Atividade da GR = A Abs.min™ x diluicdo x ¢ ' x d™ x [proteinas]

Onde:
Atividade da GR em micromoles de NADPH oxidado por minuto por miligrama de proteinas
A Abs.min” = |Absorbancia final — Absorbancia inicial| x 8", sendo que o intervalo final -

inicial & de 8 min

Diluicao (da amostra) = 50 pl de amostra em 300 pl de volume final, ou seja, 6x.
e = coeficiente de extingdo molar do NADPH (A = 340 nm) = 6,22 mM".cm™

d = caminho optico (para 300 pl nos micropogos) = 0,9 cm

[proteinas] = concentragéao de proteinas em miligrama por mililitro

Formula simplificada:

1,072 x A Abs.min’’

[proteina] pumoles de NADPH oxidado. min™. mg proteina B

Ativ.da GR =

3.7.6 Atividade das Superoxido dismutases (SOD)

Amostras congeladas em 0,5 ml de PBS foram descongeladas em gelo e
125 ul de etanol foram adicionados. Ap6s obter a fracdo S9, a atividade das
SOD (Cu,Zn-SOD + Mn-SOD) foi medida com base na capacidade dessas
enzimas em inibir a reducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) pelo anion
superoxido gerado a partir da auto-oxidagao da hidroxilamina em pH alcalino
(CROUCH et al., 1981). Para os ensaios, 20 pl do sobrenadante das amostras
e 35 ul de solucao contendo cloreto de NBT a 572 uM e EDTA a 100 uM foram
adicionados a uma microplaca. A reacao foi iniciada através da adi¢ao rapida
de 145 ul de solucao de carbonato de sodio a 500 mM (pH 10,2) contendo 51
mM de cloreto de hidroxilamina. A redugdo do NBT pelo O, a formazan azul
foi medida espectrofotometricamente como um aumento constante de
absorbancia (A = 560 nm, r* > 0,98) durante 30 min em intervalos de 5 min. A

taxa de redugdo do NBT na auséncia de extrato de tecido (solucao hidro-
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alcodlica ao invés de amostra) foi utilizada como taxa de referéncia. Uma
unidade de SOD foi definida como a atividade enzimatica capaz de inibir a
reducdo do NBT em 50% do valor da taxa de referéncia. Notar que entre as

medicdes é necessario manter as microplacas protegidas da luz.

Forma de célculo empregada:

Atividade das SOD = A Abs. Ref. x (2x A Abs. Amostra)'1 x diluicao x [proteinas]'1

Onde:

Atividade das SOD em unidades relativas de atividade por miligrama de proteinas

A Abs. Ref. = |[Absorbancia final — Abs. inicial| da curva de referéncia de reducao do NBT

A Abs. Amostra = |Absorbancia final — Abs. inicial| da amostra, sendo que o intervalo de
tempo € o mesmo utilizado para o A Abs. Ref.

Diluicdo (da amostra) = 20 pl de amostra em 200 pl de volume final, ou seja, 10x.
[proteinas] = concentragéo de proteinas em miligrama por mililitro

3.7.7 Atividade da Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

A atividade da G6PDH foi determinada na fracdo S9 de acordo com
GLOCK e MCLEAN (1953), num método que tem por principio a detec¢dao do
aumento na absorgéo de luz provocada pela reducao da NADP* a NADPH (A =
340 nm) pela enzima G6PDH a custa de D-glucose-6-fosfato (G6P). Um
volume de 30 pl de sobrenadante seguido de 170 ul de meio de reacao (p-
NADP™ (nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato) a 1 mM, G6P a 2 mM,
Tris-HCI a 100 mM, MgCl, a 10 mM, pH 8, 25°C) foram adicionados a uma
microplaca. A absorbancia foi monitorada (A = 340 nm) durante 3 min em
intervalos de 10 s e o primeiro intervalo de 1 min com r?> 0,99 foi selecionado.
O coeficiente de extingdo molar para o NADPH de 6,22 mM”.cm™ foi utilizado
para o célculo da atividade da G6PDH.
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Forma de célculo empregada:

Atividade da G6PDH = A Abs.min™ x diluicido x ¢ ' x d” x [proteinas]”

Onde:

Atividade da G6PDH em micromoles de NADPH oxidado por minuto por miligrama de
proteinas

A Abs.min” = |Absorbancia final — Absorbancia inicial|, sendo que o intervalo final - inicial é
de 1 min

Diluicdo (da amostra) = 30 pl de amostra em 200 pl de volume final, ou seja, 20/3 x.

e = coeficiente de extingdo molar do NADPH (A = 340 nm) = 6,22 mM". cm™

d = caminho 6ptico (para 200 pl nos micropogos) = 0,6 cm

[proteinas] = concentracéo de proteinas em miligrama por mililitro

Férmula simplificada:

1,786 x A Abs.min”
[proteina]

pmoles de NADPH formado. min™'. mg proteina '

Ativ. da G6PDH =

3.7.8 Atividade da d-aminolevulinato desidratase (3-ALAd)

O ensaio utilizado para medir a atividade da 8-ALAd quantifica o produto
formado pela enzima a partir de 2 moléculas de 4-aminolevulinato (8-ALA), o
porfobilinogénio (PBG), que produz a cor vermelho-résea apds reagir com a
solugéo de Ehrlich (SASSA, 1982; ALVES COSTA, 2001; ALVES COSTA et al.,
2007). Para determinar a atividade da 8-ALAd, 50 pl de volume das amostras
(submetidas a ultra-som, mas nao centrifugadas) foi adicionado em tubos e 550
pul de tampado fosfato de sb6dio a 100 mM contendo &-aminolevulinato-
hidrocloreto (ALA-HCI) a 4 mM, Triton X-100 a 0,5% foram adicionados a cada
tubo. O contetdo dos tubos foi misturado em vortex e incubado a 25°C por 1 h.
A reacgao foi interrompida pela adicdo de 400 pl de solugdo contendo acido
tricloroacético a 4% e cloreto de mercurio (HgCl»)®* a 99,45 mM, seguido por
banho em gelo. Com relagéo aos brancos, a reagao foi interrompida antes da
incubagédo por 1 h, por meio do procedimento supracitado. Entdo, os tubos
foram centrifugados a 5.000 x g durante 5 min a 4°C. Um volume de 150 pl de
sobrenadante e 150 pl da solucdo reativa de Ehrlich (p-dimetil-amino-
benzaldeido a 18,18 mg.ml", HgCl, a 3,18 mg.ml", 4cido acético glacial a
76,36% e acido perclérico a 18,18%) foram adicionados a uma microplaca.

% O HgCl, é sabidamente um potente inibidor da atividade da 5-ALAd.
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Apds 15 min, os valores de absorbancia foram registrados (A = 550-570 nm).
Em paralelo, uma curva-padrao de porfobilinogénio (0, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 80
MM) foi realizada. O conteudo protéico foi determinado em aliquotas mantidas
em separado e a atividade enzimatica calculada por comparagdo a curva-
padrao de PBG.

Forma de célculo empregada:

Atividade da 3-ALAd = Abs. x diluicdo x o' x [proteinas]

Onde:

Atividade da 3-ALAd em micromoles de PBG formado por hora por miligrama de proteinas
Abs. = valor de absorbancia registrado (A = 570 nm) apés descontar o valor do “branco”
Diluicdo (da amostra) = 50 pl de amostra em 1000 pl de volume final, ou seja, 20x.

a = coeficiente angular da curva-padréo (curva de 1° grau passando por x=0; y=0).
[proteinas] = concentracdo de proteinas totais em miligrama por mililitro

Férmula simplificada:

Ativ. da SALAd = 20 X Abs pmoles de PBG formado . h . mg proteina

o X [proteina]

3.7.9 Carbonilacao de proteinas (PCO)

Proteinas podem ser carboniladas durante processo de estresse
oxidativo. A carbonilagdo consiste na modificagdo de cadeias laterais de
aminoacidos, com a formacao de grupamentos aldeidicos, cetbnicos (C=0) etc.
A 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) reage com proteinas carboniladas formando
dinitrofenil-hidrazonas que podem ser detectadas a 358-370 nm (LEVINE et al.
1994; QUINLAN e GUTTERIDGE, 2000). A limitacdo do método é com relacao
a grupos funcionais carbonilados como acidos carboxilicos, amidas e ésteres
gue nao reagem como o DNPH. Proteinas soluveis da fragdo S9 (200 pl) foram
adicionadas a tubos. Um volume de 800 pyl de DNPH a 10 mM (preparado em
HCl a 2 M) foi adicionado aos tubos utilizados na reagdo. Os brancos
receberam igual volume de HCl a 2 M (sem DNPH). O contetdo dos tubos foi
misturado em vortex durante 5 min e os tubos reservados em banho-maria a
30°C por 1,5 h. Apds incubacéo, as proteinas foram precipitadas pela adicao
de 1 ml de TCA a 28% e centrifugacdo a 9.000 x g por 10 min. O pellet de
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proteinas foi lavado trés vezes por ressuspensao (em etanol/acetato de etila
1:1), homogeneizacdo em vortex e centrifugacdo. As proteinas foram entédo
solubilizadas em cloreto de guanidina a 6 M, centrifugadas a 9.000 x g por 5
min para remover quaisquer resquicios de material insoluvel. O conteudo de
carbonilas foi determinado espectrofotometricamente (A = 360 nm) em cubetas
utilizando o coeficiente de absorcdo molar de 2,1x10*M~'.cm™ para
hidrazonas. O conteudo de proteinas foi quantificado antes da reacdo (em uma
aliquota reservada da fracdo S9) e apds o0 ensaio (proteinas em cloreto de
guanidina) para evitar erros devido a perdas durante o procedimento. Os
resultados estdo expressos em nanomoles de carbonilas por miligrama de
proteinas quantificadas apds o0 ensaio corrigidas pela concentracdo de

proteinas inicial.

Forma de célculo empregada:

Carbonilacio de Proteinas = Abs. x ¢ ' x d” x [proteinas]”

Onde:

Carbonilacdo de proteinas em milimoles de carbonilas por miligrama de proteinas

Abs.= valor de absorbancia ap6s descontar o valor do respectivo “branco”

e = coeficiente de absor¢do molar para hidrazonas (A = 360 nm) = 21x10° M. cm”

d = caminho 6ptico (na cubeta) = 1 cm

[proteinas] = concentragdo de proteinas em miligrama por mililitro, quantificadas ap6s o
ensaio, mas com valor corrigido para a concentragao inicial de proteinas

Formula simplificada:

0,0476x10 x Abs
[proteina]

umoles de carbonilas . mg proteina ™

[Carbonilas] =

3.7.10 Conteudo de glicogénio

O conteudo celular de glicogénio foi determinado baseado no protocolo
citado por TOGNI e colaboradores (2003). As amostras foram descongeladas e
digeridas em 400 pl de KOH a 1 M durante 20 min a 70°C. Apés digestao, 100
ul de amostra foram transferidos para outro tubo, ao qual foram adicionados 15
ul de acido acético glacial e 500 ul de meio de reacéo | (acetato de sddio a 110
mM, acido acético a 0,46%, pH 4,8 e amiloglucosidase de fungo Rhizopus
(Sigma®) a 23 U.ml™"). O contetido dos tubos foi misturado em vortex, mantido
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a 37°C durante 3 h para que houvesse hidrolise do glicogénio e centrifugado a
3.000 x g por 5 min. Entdo, 100 pl do sobrenadante (100 pl de agua no caso do
branco) foram transferidos para um novo tubo contendo 1 ml de meio de
reacao Il (trietanolamina hidrocloreto a 300 mM, sulfato de magnésio (MgSQO,)
a 4 mM, pH 7,5 e trifosfato de adenosina (ATP) a 9 mM, B-NADP* a 0,9 mM,
hexoquinase/glucose-6-fosfato desidrogenase (HK-G6P) a 0,75 U.ml"). O
conteudo dos tubos foi misturado novamente em vortex e mantido a
temperatura ambiente por 40 min. Finalmente, 300 ul do produto de reacéo
foram adicionados a uma microplaca e absorcdo de luz registrada (A = 340
nm). O coeficiente de extingdo molar para NADPH de 6,22 mM"'.cm™ foi
utilizado para o calculo do contetdo de glicogénio. Amostras digeridas foram
empregadas na determinagéao do conteudo protéico.

Forma de célculo empregada:

Contelido de glicogénio = Abs. x diluicdo x € ' x d™' x [proteinas]”

Onde:

Conteudo de glicogénio em micromoles de unidades glucosil por miligrama de proteinas
Abs.= valor de absorbancia apds descontar o valor do “branco”

Diluigéo = (615/100) x (1100/100) = 67,65

€ = coeficiente de absor¢do molar para NADPH (A = 340 nm) = 6,22 mM™.cm™

d = caminho optico (para 300 pl nos micropogos) = 0,9 cm

[proteinas] = concentragéao de proteinas em miligrama por mililitro

Formula simplificada:

12,09 x Abs
[proteina]

1

[glicogénio] = pumoles de unidades glucosil . mg proteina

3.7.11 Quantificacao de proteinas totais

Capitulo Il, subitem 3.8.5

3.8 Deteccao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Dois marcadores fluorescentes foram empregados para detectar a
producdo de EROs, a diclorofluresceina diacetato (H.DCFDA) e o diidroetidio
(DHE). O DHE é rapidamente oxidado pelo O,", originando etidio que se
intercala no DNA. A H,DCFDA difunde-se passivamente nas células, é

desacetilada (DCFH,) e subsequentemente oxidada via reacédo catalisada por
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H,O,/ peroxidase/ Fe?'/ citocromo ¢ e, possivelmente diretamente por outras
EROs, originando 27'-diclorofluresceina (DCF) fluorescente (HAUGLAND,
1996; BENOV et al., 1998; ROYALL e ISCHIROPOULOS,1993). Trinta minutos
antes de terminar o periodo de exposicao aos xenobibticos (isto é, 95,5 h apds
inicio da exposi¢ao), H.DCFDA a 10 mM e DHE a 5 mM (ambos preparados
em DMSO)® foram adicionados ao meio de cultura (relagdo de 1:1000) para se
detectar, respectivamente, a producdo de H.O, e O,". Apdés 30 min de
incubacao a 24 °C, as células foram lavadas duas vezes em PBS, tripsinizadas,
ressuspensas e mantidas em PBS (em gelo) até o momento das andlises. Para
a citometria de fluxo, o A de excitacao utilizado foi de 488 nm e a fluorescéncia
emitida foi detectada em FL-1 para a DCF e em FL-2/FL-3 para o etidio.
Durante todos os procedimentos, as células foram mantidas em gelo protegidas
da luz para evitar perda de fluorescéncia. Um total de 1,5x10* eventos por
aquisicao foi analisado através do software Cell Quesi® (Becton Dickinson)
apos calibracdo dos detectores do citdbmetro de fluxo com células sem
marcacdo e células marcadas com apenas um corante, etidio ou DCF®. A
média geométrica de intensidade de fluorescéncia do etidio e a intensidade
média de fluorescéncia da DCF (BESTWICK e MILNE, 2001) foram os

parametros analisados.

3.9 Tratamento estatistico dos dados

Para todos o0s ensaios bioquimicos, ensaios de viabilidade celular,
TUNEL e de deteccao de EROs, ANOVA de uma via e o pos-teste de Tukey-
Kramer foram realizados. Os efeitos celulares descritos para os xenobi6ticos no
presente capitulo resultam da analise conjunta de dados obtidos a partir de
experimentos independentes, exceto no que se refere ao ensaio para apoptose
(realizado uma vez apenas). Um total de dois (ensaios de deteccdo de EROs e
de viabilidade celular) e trés/quatro (ensaios bioquimicos) experimentos
independentes foram realizados. Dentro de um mesmo experimento, havia
quatro réplicas por grupo experimental®” para os ensaios de deteccdo de EROs
e de carbonilacao de proteinas; seis réplicas para o ensaio de determinagéo do

% Concentragées finais: DMSO a 0,1%, H,DCFDA a 10 uM e DHE a 5 pM.
% Em todos os ensaios da presente tese em que utilizou citometria de fluxo, o equipamento foi
5)7reviamente calibrado, o que é um procedimento indispensavel para analises confiaveis.

Grupo experimental, isto é, grupos Controle, DDT, MeHg I, MeHg Il, DDT+MeHg |.
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conteudo de glicogénio; no minimo oito réplicas para os ensaios de viabilidade
celular e para os outros ensaios bioquimicos; e exatamente dez réplicas para o
ensaio TUNEL.
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4. RESULTADOS

4.1 Viabilidade celular e apoptose

A viabilidade celular diminuiu em todos os grupos expostos. MeHg |l
apresentou a menor viabilidade celular (23% inferior em relacéo a viabilidade
do grupo controle), diferindo de todos os demais grupos. Em DDT, DDT+MeHg
| e MeHg | o decréscimo de viabilidade foi respectivamente de 14%, 13% e
10% (Figura 14).

FIGURA 14. Viabilidade celular estimada através de ensaio com iodeto de propidio.
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Média * erro padrdo da média. Viabilidade em nimero de células viaveis a cada 100 células.
***n<0,001 (asteriscos em comparagdao com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam
grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 20; nimero de réplicas por experimento =
8 (2 experimentos independentes).

A porcentagem de células em apoptose nao diferiu entre os grupos
expostos, exceto pelo grupo DDT, no qual um aumento de 60% (em relagéo ao
controle) na incidéncia de células marcadas positivamente com FITC-dUTP

ocorreu (Figura 15).
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FIGURA 15. Apoptose estimada pelo ensaio TUNEL.
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Média + erro padrao da média. Apoptose em numero de células marcadas positivamente pelo
FITC-dUTP (apoptéticas) a cada 100 células.**p<0,01 (asteriscos em comparagdo com 0 grupo
controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas =
10 (1 experimento).

4.2 Atividades enzimaticas das CAT, GST, GR, SOD, G6PDH e 6-ALAd

A atividade enzimatica das CAT sofreu um incremento nos grupos DDT
(13%), MeHg | (14%) e DDT+MeHg | (15%) e esses grupos nao apresentaram
diferencas entre si. No grupo MeHg Il, houve um decréscimo de
aproximadamente 10% na atividade das CAT (Figura 16).

FIGURA 16. Atividade especifica das CAT.
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Média £ erro padrao da média. Atividade em milimoles de peréxido de hidrogénio degradado
por minuto por miligrama de proteinas totais. **p<0,01, ***p<0,001 (asteriscos em comparagao
com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total
de réplicas = 50; nimero de réplicas por experimento = 10 (4 experimentos independentes).
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Para as GST ndo houve mudancas em sua atividade enzimatica nos
grupos MeHg |, MeHg Il e DDT+MeHg |, embora uma reducao de 13% tenha
ocorrido no grupo DDT em comparac¢ao com o grupo controle (Figura 17).

FIGURA 17. Atividade especifica das GST.
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Média * erro padrdo da média. Atividade em micromoles do tioéter GSH-CDNB formado por
minuto por miligrama de proteinas totais.**p<0,01, ***p<0,001 (asteriscos em comparagao com
o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de
réplicas = 52; numero de réplicas por experimento = 10 (4 experimentos independentes).

A Atividade das SOD diminuiu nos grupos DDT (24%) e MeHg Il (17%) e
foi similar entre os grupos controle, MeHg | e DDT+ MeHg | (Figura 18).

FIGURA 18. Atividade especifica das SOD.

14
5 a
Q T
2 12 1 L
K a b*
o T
S b*** 1 T
= 10 1 1
& T
] 1
(%]
(0]
g 8]
©
=
)
6 T T T T
Controle DDT MeHg | MeHg Il DDT+MeHg |

Média + erro padrdo da média. Atividade em unidades por miligrama de proteinas totais.
*p<0,05, ***p<0,001 (asteriscos em comparagao com o grupo controle). OBS: letras diferentes
indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 35; numero de réplicas por
experimento = 11 (3 experimentos independentes).
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A GR sofreu reducdo de atividade nos grupos MeHg | (60%) e
DDT+MeHg | (39%) e aumento em MeHg Il (44%). DDT e controle
apresentaram atividade similar da GR, bem como MeHg | e DDT+MeHg |
(Figura 19).

FIGURA 19. Atividade especifica da GR.
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Média + erro padrdo da média. Atividade em micromoles de NADPH oxidado a NADP™ por
minuto por miligrama de proteinas totais.”**p<0,001 (asteriscos em comparagdo com 0 grupo
controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas =
36; numero de réplicas por experimento = 12 (3 experimentos independentes).

Para a d-ALAd, a atividade da enzima foi similar em todos o0s grupos

testados, exceto pelo grupo MeHg Il, que teve um incremento de 48% (Figura
20).
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FIGURA 20. Atividade especifica da 5-ALAd.
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Média * erro padrao da média. Atividade em micromoles de porfobilinogénio (PBG) formado
por hora por miligrama de proteinas totais. *p<0,05 (asteriscos em compara¢cdo com 0 grupo
controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas =
36; nimero de réplicas por experimento = 12 (3 experimentos independentes).

Para a G6PDH, a atividade da enzima foi incrementada em 16% e 25%
nos grupos MeHg Il e DDT+MeHg |, respectivamente. Esses dois grupos
apresentaram-se estatisticamente diferentes entre si. Controle, DDT e MeHg |
tiveram atividades da G6PDH semelhantes (Figura 21).

FIGURA 21. Atividade especifica da G6PDH.

- 0,066
g_ c***
g T
0,059 1 b***
£ T
E 1
€
S 0,052 - 9 ?
I a T T
& -
[a) =5
s
o 0,045 -
©
"
R
o
£
= 0,038 T T T T
Controle DDT MeHg | MeHg 1l DDT+MeHg |

Média + erro padrdo da meédia. Atividade em micromoles de NADPH formado a partir da
reducdo do NADP+ por minuto por miligrama de proteinas totais. ***p<0,001 (asteriscos em
comparagao com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente
distintos. Total de réplicas = 36; niumero de réplicas por experimento = 12 (3 experimentos
independentes).
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4.3 Conteudo celular de GSH e glicogénio

A concentracdo de glutationa reduzida decaiu nos grupos DDT (37%),
MeHg Il (24%) e DDT+MeHg | (39%), porém ndo em MeHg I. DDT, MeHg Il e
DDT+MeHg | nao apresentaram diferencas estatisticas entre si (Figura 22). A
concentracdo meédia de glicogénio nos hepatocitos apds quatro dias de
exposicdo e um total de sete dias em cultura foi de 2,3 micromoles de unidades
glucosil por miligrama de proteinas totais. Esse valor foi semelhante em todos

0s grupos experimentais (Figura 23).

FIGURA 22. Concentragéo de glutationa reduzida (GSH).
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Média + erro padrdo da média. Concentragcdo em micromoles de GSH por miligrama de
proteinas totais. **p<0,01 (asteriscos em comparacdo com o grupo controle). OBS: letras
diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 34; nimero de réplicas
por experimento = 10 (3 experimentos independentes).
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FIGURA 23. Conteudo de glicogénio celular.
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Média * erro padrao da média. Conteldo em micromoles de unidade glucosil por miligrama de
proteinas totais. OBS: Todos os grupos experimentais sao estatisticamente semelhantes, fato
indicado pela presenca da letra “a” sobre as barras de erro padrédo da média. Total de réplicas
= 18; nimero de réplicas por experimento = 6 (3 experimentos independentes).

4.4 Peroxidacao lipidica e carbonilagcao de proteinas

A LPO aumentou em todos os grupos testados. DDT, MeHg |, MeHg Il e
DDT+MeHg | sofreram incremento no conteddo de hidroperoxidos lipidicos,
respectivamente, de 39%, 27%, 85% e 37%. Estatisticamente, ndo houve

diferengas entre os grupos citados, exceto por MeHg Il (Figura 24).

FIGURA 24. Peroxidacao lipidica — concentragao de hidroperéxidos lipidicos.
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Média + erro padrao da média. Concentragdo em micromoles de hidroperoxidos por miligrama
de proteinas totais. **p<0,01, ***p<0,001 (asteriscos em comparagdo com o grupo controle).
OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas = 56; nimero
de réplicas por experimento = 12 (4 experimentos independentes).
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A PCO aumentou em MeHg Il (24%) e DDT+MeHg | (23%), mas nao em
DDT e MeHg I. O acumulo de proteinas carboniladas foi semelhante entre os
grupos MeHg Il e DDT+MeHg | (Figura 25).

FIGURA 25. Carbonilagao de proteinas.
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Média + erro padrdo da média. Concentracdo de proteinas carboniladas em micromoles de
carbonilas por miligrama de proteinas totais. *p<0,05, **p<0,01 (asteriscos em comparacao
com o grupo controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total
de réplicas = 16; nimero de réplicas por experimento = 4 (4 experimentos independentes).

4.5 Deteccao de espécies reativas de oxigénio

Os niveis de H>O, aumentaram nos grupos DDT (36%), MeHg | (14%) e
DDT+MeHg | (17%), embora ndo em MeHg Il. O grupo DDT apresentou a
maior concentracdo de H.O, dentre todos os grupos (Figura 26). A
concentracdo de O," foi semelhante em todos os grupos testados, com
excecao do MeHg Il, no qual um leve decréscimo de aproximadamente 18% foi
observado (Figura 26).
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FIGURA 26. Producéo de espécies reativas de oxigénio.
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Média + erro padrdo da média. Producao de EROs em unidade relativas de intensidade de
fluorescéncia. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (asteriscos em comparagdo com O grupo
controle). OBS: letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. Total de réplicas =
8; numero de réplicas por experimento = 4 (2 experimentos independentes).
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5. DISCUSSAO

O Hg e o DDT sao importantes xenobibticos ambientais, os quais
mesmo em baixas concentragdes levam hepatdcitos de Hoplias malabaricus a
responder. A exposi¢cdo ao DDT a 50 nM, MeHg a 0,25 uM ou combinacao de
ambos foi suficiente para afetar negativamente a viabilidade celular, o que
indica uma alta citotoxicidade aos hepatécitos da referida espécie de peixe.
Esse efeito foi mais acentuado para o MeHg a 2,5 pM (~539 ng.ml"), uma
concentracdo nominal que pode ser encontrada no figado de trairas coletadas
na regido amazénica, assim como o DDT a 50 nM (~17,7 ng.ml™"), caso se
considere 1 grama equivalente a 1 ml na comparacao entre as concentracoes
acumuladas nos 6rgaos dos peixes e as concentragcdes empregadas em cultura
(Tabela 3).

Exceto pela exposicao ao DDT, a incidéncia de células em apoptose
manteve-se similar nos grupos testados. Um aumento no numero de células
em apoptose j& foi descrito em timécitos de ratos®® (TEBOURBI et al., 1998),
embrides de camundongo (Mus musculus)®® (GREENLEE et al., 1999) e em
células mononucleares do sangue periférico humano'® (PEREZ-MALDONADO
et al., 2004), o que corrobora com o efeito apoptoético observado para o DDT.
Embora os mecanismos de indugdo de apoptose pelo DDT ndo sejam
totalmente compreendidos, o efeito apoptdtico desse xenobibtico parece
envolver, pelo menos em parte, o estresse oxidativo causado apds exposicao.

No caso do MeHg, apenas a morte celular por necrose parece estar
associada com o aumento de citotoxicidade observado, acontecimento
corroborado por alguns dados em literatura, os quais indicam que a maneira
pela qual as células morrem é particularmente determinada pela concentracao
de MeHg, isto é, “baixas” concentracées levando a apoptose e “altas” a
necrose (KUNIMOTO, 1994; CASTOLDI et al., 2000; NISHIOKU et al., 2000;
KUO e LIN-SHIAU, 2004). Entdo, considerando as condi¢cdes experimentais
nos ensaios com hepatédcitos de Hoplias malabaricus no presente estudo,

% Expostos a 7,0 pg.ml" de p,p-DDT durante 4 € 6 h.
% Expostos a 0,1 pg.ml" de 0,0-DDT por quatro dias.
100 Expostas a 0,0-DDT, p,p-DDT, p,p-DDE e p,p-DDD na concentragéo de 20 ug.ml".
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ambas as concentracbes de MeHg testadas podem ser consideradas
“necréticas” ao invés de “apoptoticas”.

Para a sobrevivéncia e bom funcionamento celulares é essencial a
manutencdo de um potencial redox adequado. A exposicdo ao DDT, MeHg a
2,5 UM e a mistura DDT+MeHg'®" acarretou um decréscimo na concentracéo
de GSH, o que por sua vez pode ser um dos fatores que resultaram em morte
celular. Ja estd bem caracterizado na literatura cientifica que o mais importante
par de tamponamento redox é o tripeptideo glutationa'® (HOLMGREN, 2000;
SCHAFER e BUETTNER, 2001; FERNANDES e HOLMGREN, 2004;
WHEELER e GRANT, 2004). As funcdes da glutationa incluem a destoxificagéo
de muitos xenobidticos e de produtos de peroxidacao lipidica, a manutencao
dos grupos sulfidrila/tiol (SH) de proteinas e de diversos compostos em suas
formas reduzidas, assim como a reducdo de ribonucleotideos aos
desoxirribonucleotideos correspondentes etc (PASTORE et al., 2003). Logo, a
sintese e reparo do DNA e a correta conformagdo de proteinas recém
sintetizadas (MEISTER, 1988; 1994) incluem-se nos papéis da glutationa nas
células.

O MeHg tem uma alta afinidade pelo grupamento tiol de aminoacidos
(CARTY e MALONE, 1979), podendo reagir com praticamente qualquer grupo -
SH (HUGHES, 1957; SIMPSON, 1961; GOYER, 1991; BURFORD et al., 2005;
ALDERIGHI et al, 2003), o que por conseguinte pode levar a mudancas
conformacionais e inibigdo de muitas enzimas. Além disso, varios estudos
envolvendo os efeitos do MeHg relataram a geracdo de EROs e a deplegéo de
GSH (BOLANOS et al, 1996; CHOI et al, 1996; YEE e CHOI, 1996;
SHENKER et al., 2000; OLIVIERI et al., 2000; SANFELIU et al., 2001; JAMES
et al., 2005; KAUR et al., 2006).

Diante disso, a protecdo assegurada pelo GSH as células deve decorrer
da neutralizacdo de EROs originadas durante a interacéao celular com o MeHg
e da reducdo da concentracdo intracelular de MeHg, uma vez que esse
xenobidtico é excretado na forma de um conjugado de GSH'® (FUJIYAMA et
al., 1994; COOKSON e PENTREATH, 1996; ZALUPS et al., 1996). Ao mesmo

%" DDT (50 nM) + MeHg (0,25 uM).
192 Trineptideo glutationa (GSH): y glutamil-cisteinil-glicina.
1% MeHg + 2 GSH — GS-Hg-SG
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tempo, a propria inibicdo da captacdo de precursores do GSH pelo MeHg
(BROOKES e KRISTT, 1989; DAVE et al, 1994; SHANKER e ASCHNER,
2001; SHANKER et al., 2001, 2002, 2003) deve também estar envolvida com a
deplecdao do GSH. Entdao, um dos mecanismos que tem sido propostos para
explicar a toxicidade do MeHg é a redugdao da concentragdo do tripeptideo
glutationa, fato conexo com prejuizos das fungdes mitocondriais, aumento da
producado de radicais livres, peroxidacao lipidica e morte celular (ASHOUR et
al., 1993; CHOI et al., 1996; LIN et al., 1996; MERAD-SAIDOUNE et al., 1999;
BELLETTI et al., 2002; SHENKER et al., 1999; SWAMY et al., 2003; FARINA et
al., 2004).

No caso da exposicao ao DDT, a reacdo do GSH com produtos de
biotransformacéo desse pesticida e com EROs'® deve estar envolvida com a
reducdo do GSH. Um decréscimo na concentracdo de GSH ja foi descrito em

células HepG2'®

expostas agudamente (24 h) a pesticidas organoclorados
como o o,p-DDT (1 mM), endosulfan (5 mM), clordano (5 mM) e toxafeno
(10 mM) (DEHN et al., 2005) e em células WS1'% expostas a 0,35 ng.ml" de
DDE por 4 h (SIMONETTI et al., 2001). Dados com relagcdo a mensuracéo da
concentracdo de GSH apds exposicao de células de peixes ao DDT nao foram
encontrados.

A diminuicdo da concentracdo de GSH é muitas vezes associada a
danos oxidativos as macromoléculas celulares, sejam pela peroxidagao de
lipidios'®” (LPO) e carbonilacdo de proteinas (PCO), sejam por outros
processos. A LPO, mas ndo a PCO, aumentou apds exposicdo de hepatdcitos
de Hoplias malabaricus ao DDT e ao MeHg a 0,25 yM. Por outro lado, tanto
LPO quanto PCO foram intensas ap6s exposi¢cao ao MeHg a 2,5 uM e a

mistura de DDT+MeHg, sendo que no primeiro o aumento da LPO foi superior

104 Eyistem varios processos celulares que produzem EROs. O metabolismo de xenobiéticos,
como o DDT, no ciclo do citocromo P450 é um deles (ZANGAR et al., 2004), sendo que os
produtos gerados durante esse metabolismo podem ser conjugados com o GSH por meio da
a%éo de certas isoformas de GST (NORDBERG e ARNER, 2001; RODRIGUES, 2003).

10 Linhagem celular humana.

1% | inhagem celular de fibroblastos de feto humano.

A LPO é um importante processo pelo qual lipidios sdo atacados por EROs com energia
suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio e formar um radical organico (HO'+ RH — R™ +
H.0), o qual reage com oxigénio e resulta em um radical peroxila (GUTTERIDGE, 1995). Visto
gue os lipidios em membranas estdao em préxima justaposicao as cadeias transportadores de
elétrons, que podem agir como fontes de EROs mesmo em condigbes normais, os lipidios
devem sofrer alto grau de dano (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).
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ao dos demais grupos. Esses dados sao um indicativo de que lipidios devem
ser mais sensiveis a um dano oxidativo moderado que proteinas no modelo
estudado e que a exposicdo ao MeHg na concentracao de 2,5 uM ou a mistura
de baixas concentracdes de DDT+MeHg pode afetar gravemente a estrutura e
o funcionamento celulares, em decorréncia de niveis anormais da PCO e LPO.

O processo de LPO é propagado via uma cadeia autocatalitica de
reagcoes e influencia a fluidez de membrana bem como a integridade de
biomoléculas associadas a membrana. O resultado da LPO pode ser dano
estrutural a membrana e a geracao de produtos de oxidacao, alguns dos quais
sdo quimicamente reativos e podem modificar covalentemente diversas
macromoléculas, efetuando-se de tal modo dano tecidual (MONTINE et al.,
2004). Dados com relacdao a aumento da LPO apds exposicao a xenobibticos
sao bastante comuns. A LPO aumentou em figado de peixes Carassius auratus
expostos ao cadmio'® (SHI et al., 2005), em células hepaticas humanas (WRL-
68) expostas ao Hg'®® (BUCIO et al., 1999), em branquias e glandula digestiva
de mexilhdo do Mediterraneo (Ruditapes decussatus) apds incubagcdo com Hg
ou cobre''® (ROMEO e GNASSIA-BARELLI, 1997) e em figado, cérebro e rins
de ratos expostos ao endrin, com concomitante decréscimo no conteudo de
GSH nesses 6rgaos (NUMAN et al., 1990a,b).

O decréscimo na concentragdo de GSH é muitas vezes acompanhado

111

por aumento da LPO, como relatado para hepatécitos de Hoplias

malabaricus. Aumento da LPO e redugdo da concentracdo de GSH ja foram

relatados para células renais de suino expostas ao Hg ou cis-platina''?

(SARGAZI et al., 2006) e para sangue de camundongo ap6s uma unica injecao

intraperitoneal de Hg''® (SHARMA et al., 2005). Ainda, a exposicdo tréfica de

114

salmdes juvenis (Salmo salar L.) ao MeHg '™ causou aumento da LPO. Nesse

1% Por via hidrica durante 24 h. Concentracéo: 0,5-5 mg de Cd.I".

1% Em meio de cultura por 3 h. Concentragao: 0,5-5 pM de Hg.

"% No caso do Hg: 0,005-5 ug Hg.mI" de agua; para o cobre: 6,25-25 ug Cu.ml™ de agua.

""" Exceto para MeHg a 0,25 pM, onde a LPO aumentou, mas a concentragido de GSH nao
sofreu reducao.

"2 Em ambos os casos a concentracéo foi de 100 uM.

"3 Dose: 5 mg.kg ™.

"% Durante quatro meses. Dose: 10 mg MeHg.kg™.
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mesmo estudo, houve alteracéo da atividade das SOD'" (BERNTSSEN et al.,
2003), uma importante proteina com atividade antioxidante.

O dano oxidativo a proteinas € bastante problematico em decorréncia do
grande e variado numero de fun¢des desempenhadas por proteinas (DALLE-
DONNE et al. 2003; SHINALL et al., 2005). As EROs e os lipidios, acucares e
acidos nucléicos oxidados podem atacar proteinas, levando a formacao de
grupamentos carbonila n&o-reversiveis (C=0) na cadeia lateral de
aminoacidos''®. Essa alteracdo pode desfigurar a estrutura de proteinas e, em
Gltimo caso, sua suscetibilidade a proteases''” (STERN, 1985; GRUNE, 2000;
REQUENA et al., 2003).

A inducao de carbonilagdo de proteinas ja foi descrita em figado, rim e
branquias de Channa punctata em resposta a exposi¢cdao aguda a deltametrina,
endosulfan e paraquat''® (PARVEZ e RAISUDDIN, 2005); em figado de enguia
(Zoarces viviparous) apés quatro dias de exposicdo ao 6leo do tipo bunker'’
(ALMROTH et al., 2005); em figado de Carassius auratus’®® expostos ao
cadmio'®' (SHI et al., 2005); e em glandula digestiva e manto do mexilhdo
Ruditapes decussatus expostos ao DDE'?? (DOWLING et al., 2006).

A deteccdo de niveis aumentados de carbonilas em proteinas é sinal
néao apenas de estresse oxidativo, mas também de disfung¢éo protéica (DALLE-
DONNE et al., 2003). Proteinas sabidamente sensiveis a carbonilagcdo incluem
enzimas envolvidas no metabolismo energético como a aconitase,

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, piruvato desidrogenase, 2-oxoglutarato

S A atividade das SOD aumentou na dose de 5 mg MeHg. kg™ e diminuiu na dose de 10 mg
MeHg.kg™.
"1® Especialmente nos aminoacidos prolina, arginina, lisina e treonina (DALLE-DONNE et al.
2003).
"7 Proteinas soltveis moderadamente oxidadas sdo mais susceptiveis a degradagao
proteolitica, enquanto que proteinas severamente oxidadas podem ser estabilizadas devido a
agregacdo, ligacdo cruzada e/ou solubilidade diminuida. Muitos produtos ndo radicalares
oxidados como peroxidos, aldeidos e carbonilas formam adutos com proteinas, contribuindo,
dessa forma, para a formagao de grandes agregados resistentes a protedlise (GRUNE, 2000;
GRUNE et al., 2003), o que tem consequéncias gravissimas ao funcionamento celular.
® Nos trés casos a exposm:ao foi por V|a hidrica, durante d0|s dias. Concentragoes:

deltametrlna 0,75 pg.I"", endosulfan = 10 pg.I" e paraquat = 5 mg.I".

® Oleo utilizado na awagao como combustivel. O éleo testado continha 24,7% de HPAs
ghldrocarbonetos policiclicos aromaticos). Concentragdes testadas: 10, 100 e 1000 pg 6leo. I

Channa punctata, Zoarces viviparous e Carassms auratus sao peixes.

Durante 24 h. Concentragao: 0,05-5 mg Cd.I"".

2 Por dois dias. Concentragao: 40 ug DDE. I
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desidrogenase e Aacido graxo sintase, além da Hsp60p'®® e Cu,Zn-SOD'
(AGUILANIU et al., 2001), sendo a ultima uma importante enzima envolvida na
defesa celular contra EROs.

A producédo de EROs é uma conseqiéncia inevitavel do metabolismo
oxidativo celular. Aliada a essa producao, muitos agentes xenobi6ticos tém o
potencial de produzir EROs através do ciclo redox do citocromo P450 numa
taxa que pode, muitas vezes, superar a protecao provida pelos mecanismos de
defesa antioxidante, induzindo assim dano oxidativo (DI GIULIO et al., 1989;
BERLETT e STADTMAN, 1997; SHINALL et al., 2005).

A producdo de EROs e o dano oxidativo resultante sdo importantes
componentes integrantes dos mecanismos de toxicidade que se manifestam
em organismos expostos a uma ampla gama de xenobiéticos (LIVINGSTONE,
2001), como o DDT e o MeHg. Tendo isso em mente, a producédo de perdxido
de hidrogénio e anion superéxido foi avaliada em hepatocitos de Hoplias
malabaricus. A produgdo de EROs é supostamente uma “marca registrada” da
acao do MeHg (INSUG et al., 1997; LEBEL et al., 1990; SHENKER et al., 1998;
SHANKER et al., 2005; KAUR et al., 2006) como verificado no grupo exposto a
0,25 uM de MeHg; e parece ocorrer nas mitocdndrias'®, onde o MeHg pode
desacoplar a fosforilagdo oxidativa e o transporte de elétrons'?® (VERITY et al.,
1994).

A clivagem homolitica'®’

do MeHg -configura-se numa segunda
importante fonte de radicais livres (GANTHER, 1980), que podem provocar

128 Hsp60p é um membro da familia das Hsp60 (do inglés heat shock protein), proteinas
chaperonas mitocondriais cuja fungao é assistir varias proteinas a adquirir sua conformacéo
tridimensional adequada (ALBERTS et al., 2002).

124 As Cu,Zn-SOD sao enzimas antioxidantes que catalisam a conversao do anion superéxido
em perdxido de hidrogénio. Sdo encontradas no citosol, lisossomos, espago intermembranas
de mitocondrias e nicleo das células. Além das SOD com Cu e Zn no seu sitio ativo, existem
as MnSOD (encontrada na matriz mitocondrial), as EC-SOD (Cu,Zn-SOD presentes no
ambiente extracelular) e as Fe-SOD (encontradas em bactérias) (WEISIGER e FRIDOVICH,
1973; FRIDOVICH, 1978; NORDBERG e ARNER, 2001; CHERUBINI et al., 2005; NAKAO,
2006).

125 Em células WRL-68 (linhagem celular hepatica humana) expostas a 0,5-5 uM de HgCl, ja foi
demonstrado a distribuicdo subcelular do ng+ (48% nas mitocdndrias, 38% no nlcleo, 8% na
fracdo citosolica e 7% em microssomas). O acumulo principalmente em mitocéndrias corrobora
com os graves efeitos do metal no desacoplamento da fosforilagdo oxidativa (BUCIO et al.,
1999). OBS: no trabalho citado a % de Hg®* totaliza 101% (e ndo 100%).

126 A reducédo incompleta do oxigénio na fosforilagdo oxidativa € a principal fonte de anion
superoxido em qualquer célula aerdbica. Na propria mitocondria o anion superoxido pode ser
convertido em peroxido de hidrogénio ou originar radical hidroxila (NORDBERG e ARNER,
2001).

'2" CHgHg" = Hg®" + HsC"
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lesdo através de impacto ao estado antioxidante celular e modificacao de
macromoléculas (NOHL et al., 1994; STOHS e BAGCHI, 1995; HAMILTON et
al., 1997; ALEO et al., 2002; SHANKER et al., 2004, 2005). Todavia, apesar do
MeHg a 2,5 uM ter causado um aumento na LPO e PCO, o H.O. apresentou-se
em nivel semelhante ao do grupo controle e o O>" sofreu um leve decréscimo.
Logo, é razoavel que outras espécies reativas'®® que ndo o H,O, estejam
implicadas com o dano a macromoléculas e que alguma(s) via(s) de geracao
de O,"/ H,O, estejam sendo inibidas no caso dos hepatdcitos expostos a 2,5
MM de MeHg. Considerando o ultimo aspecto, a via de producdo de EROs do
sistema de monooxigenases mistas do reticulo endoplasmatico liso seria uma
importante candidata a inibicdo, visto que produtos de LPO podem inativar e
degradar o citocromo P450 (SVINGEN et al., 1979; BESTERVELT et al., 1995;
REQUENA et al.,, 1997; BUKO et al., 1999; KIMZEY et al., 2003; ZANGAR et
al., 2004), levando a um decréscimo no transporte de elétrons e,
consequentemente, um decréscimo na producdo de EROs. Além disso, a
prépria viabilidade celular (muito menor no grupo de hepatocitos expostos ao
MeHg a 2,5 uM) pode ter algum impacto nos niveis detectados de EROs.

Para o grupo DDT, o proprio metabolismo do inseticida por meio de
reacdes de fase | e a redugao da concentracao do antioxidante GSH poderiam
ser preconizados como fatores significantemente envolvidos com o aumento da
concentracdo de H.O,, sendo que esses fatores devem também compor,
juntamente com os mencionados para o0 MeHg, a explicacdo no caso dos
hepatécitos expostos a mistura de DDT+MeHg.

A tolerancia celular ao MeHg e DDT deve ser parcialmente adquirida
pela elevagéo dos sistemas de defesa antioxidante. Esses sistemas podem ser

® ou enzimaticos™’. Uma primeira linha de defesa contra

ndo enzimaticos'?
EROs é assegurada, em geral, pelo GSH, a medida que essa molécula é capaz

de neutralizar radicais livres e H>O, (PASTORE et al, 2003). Uma segunda

128 H,C* ¢é bastante reativo. Pode formar adutos com o DNA (alquilagdo) e com proteinas, além
de ser capaz de iniciar o processo de LPO.

Como o caso do GSH, acido urico, NADPH, tiorredoxinas, acido ascérbico (vitamina c), alfa

tocoferol (vitamina e), proteinas plasmaticas (como a transferrina, ferretina, ceruloplasmina,
albumina) etc (NORDBERG e ARNER, 2001; TEMPLE et al., 2005; NAKAO, 2006).
30 Tais como as catalases (CAT), superdxido dismutases (SOD), glutationa S-transferases
(GST), glutationa peroxidases (GPx), glutationa redutases (GR), glucose 6-fosfato
desidrogenases (G6PDH), tiorredoxina redutase, peroxirredoxinas (Prx), metalotioneinas,
enzimas de sintese de GSH etc (NORDBERG e ARNER, 2001; NAKAQO, 2006).
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linha defensiva é, em parte, provida por enzimas que destoxificam subprodutos
nocivos de alteracdo oxidativa de biomoléculas e auxiliam na prevencédo da
propagacao de radicais livres e espécies reativas (PASTORE et al., 2003). Em
luz disso, algumas enzimas antioxidantes tiveram sua atividade mensurada em
hepatécitos de Hoplias malabaricus ap6s exposicdo aos xenobidticos DDT e
MeHg.

A exposicdo ao DDT induziu um aumento de atividade das CAT e uma
reducdo de atividade das SOD'®' e GST. Para as CAT, a elevada concentragdo
de H2O2 no grupo DDT poderia ser um estimulo para a transcricao da referida
enzima e, por conseguinte, aumento de atividade, incremento que se revelou
insuficiente para que houvesse uma normalizagéo da concentracdo de H,O,'2.
Quanto as SOD, embora sua atividade tenha decaido, o nivel de O)"
inesperadamente ndo aumentou. Para se explicar esse achado, outros ensaios
far-se-iam necesséarios como, por exemplo, avaliar a geracdo de O," na
fosforilacdo oxidativa ou por enzimas, apés exposicao ao DDT.

Efeitos inibitérios do DDT sobre focos positivos de GST-n ja foram
relatados em figado de ratos apds exposicao a baixas doses de DDT (SUKATA
et al., 2002; KUSHIDA et al., 2005), de um modo aparentemente ligado aos
niveis de estresse oxidativo (SUKATA et al., 2002). Como no presente estudo
observou-se um aumento severo na concentracao de H>O, (superior inclusive a
mensurada nos demais grupos expostos) apds exposicdo ao DDT, é coerente
supor que o excesso H»O, poderia estar, de alguma forma, envolvido com a
inibicdo da atividade das GST, biomarcador ndo alterado em hepatdcitos
expostos ao MeHg ou mistura DDT+MeHg.

As respostas e efeitos enzimaticos ao MeHg dependem da concentracao
do metal. A exposicdo ao MeHg a 0,25 uM acarretou num aumento de
atividade das CAT e na reducdo de atividade da GR, enquanto que uma
inibicdo de atividade das CAT e SOD, e um acréscimo na atividade da GR
foram observadas apés exposicdo ao MeHg a 2,5 uM. Para as SOD e CAT, os
dados relatados em outros estudos indicam uma interdependéncia entre tipo e

'3 Reagéo catalisada pelas SOD: 2 O," + 2 H*— H,0, + O, (NORDBERG e ARNER, 2001).
132 Além das CAT, as GPx (dependentes de Se) e as Prx estio envolvidas na redugéo do HxO,
(NORDBERG e ARNER, 2001).
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concentragdo do xenobidtico e o modelo de estudo na manifestacdo de um
efeito enzimatico, conforme citado adiante.

A atividade das SOD aumentou no figado de Carassius auratus expostos
ao cadmio'®, mas a atividade das CAT decaiu (SHI et al., 2005). A atividade
das CAT também diminuiu na glandula digestiva de vieira'* Adamussium
colbecki expostas'® ao cobre e ao Hg (REGOLI et al., 1998). J& em cérebro de
camundongo, a atividade total das SOD diminuiu apés exposicdo ao MeHg'®
(YEE e CHOI, 1994). Nesse estudo, a atividade da Mn-SOD sofreu reducao de
aproximadamente 40%, sem efeito sobre a atividade das Cu,Zn-SOD,
sugerindo sensibilidade diferencial de isoformas SOD ao metal (SHINYASHIKI
et al., 1996).

A carbonilagdo de proteinas no caso das SOD e a capacidade de varios
metais tdéxicos como o Hg em indiretamente elevar a atividade de enzimas
como as CAT e SOD quando em baixas concentracdes'®’ e de inibir quando
em altas’™® deve compor parte do esclarecimento para os achados
supramencionados, inclusive para hepatocitos de Hoplias malabaricus.
Também, como o cadmio e o mercurio podem inibir a captacdo de metais
essenciais como o calcio, ferro, cobre e zinco (BLAZKA e SHAIKH, 1992), isso
poderia ser uma das razées para o decréscimo das atividades das SOD'™ e
CAT'®, enzimas cujo funcionamento conjunto é importante para a manutengao
de um ambiente redox adequado.

No ambiente intracelular redutor, a relacao entre glutationa reduzida e
oxidada (GSH/GSSG) é mantida na ordem de 100/1 ou superior (SCHAFER e
BUETTNER, 2001; FILOMENI et al., 2002). Para manter esse balanco, a
GSSG ¢ reduzida ao GSH pela GR ao custo de NADPH'!, que pode ser

138 Durante 24 h. Concentracdes: 5 mg Cd.I" para as SOD; 0,5 e 5 mg Cd.I"" para as CAT.
134 Vieira é uma espécie de molusco bivalve da familia Pectinidae; do inglés scallop.

'%® Tempos de exposicdo: 3 a 12 dias. Concentracdes: cobre = 20 pg.I"!, Hg = 5 pg.I™".

'3 Durante cinco dias. Dose: 2,5 mg MeHg.kg™.

’ Por aumentar levemente a producdo de EROs, que ativam fatores (HWANG e KIM, 2006)
responsaveis por sinalizar para a transcrigdo de enzimas antioxidantes (ITOH et al., 1997;
MOTOHASHI e YAMAMOTO, 2004; NAKAO, 2006; ZHU et al., 2006).

138 por exemplo, por um excesso de EROs produzidas devido a presencga do xenobidtico ou por
interacdo com a estrutura das enzimas.

139 Dependente de cobre e zinco (Cu,Zn-SOD) ou do manganés (Mn-SOD).

%% Dependente de ferro.

" GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP* (NORDBERG e ARNER, 2001).
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regenerado, entre outras vias, pela G6PDH'*? (KLETZIEN et al, 1994;
SCHAFER e BUETTNER, 2001). Entdo, para que o GSH mantenha-se em
concentragdes apropriadas € imprescindivel o funcionamento orquestrado entre
enzimas supridoras de NADPH (como a G6PDH) e a GR.

Embora tenha afetado a atividade da GR, a LPO e a viabilidade celular,
a presenca do MeHg a 0,25 uM nao comprometeu a concentracao de GSH ou
alterou atividade da G6PDH. Ja na exposicdo ao MeHg a 2,5 uM, houve
aumento da atividade da GR e da G6PDH, sendo que no caso da primeira
(GR), a elevacao de atividade nao foi suficiente para evitar um decréscimo na
concentragdo de GSH. A redugéo do conteudo celular de GSH tem efeito direto
na capacidade das células em lidar com EROs e produtos nocivos de LPO e,
subseqlientemente, manterem-se viaveis. Em outras palavras, as células
tornam-se extremamente susceptiveis a um modesto aumento intracelular de
espécies oxidantes quando nao dispdem de GSH em niveis adequados.

Baixos niveis de GSH também foram detectados em hepatécitos
expostos ao DDT e DDT+MeHg, o que deve resultar, além das razdes ja
anteriormente propostas, da nao alteracdo da atividade da GR no primeiro
grupo (DDT) e de sua inibicdo no ultimo (DDT+MeHg). Alids, a presenca do
MeHg, mas n&o do DDT, foi capaz de alterar a atividade da GR de um modo
bastante peculiar, havendo inibicdo na menor concentracdo de MeHg e
aumento na maior concentracao desse metal. Como o funcionamento da GR
depende da NADPH, que também participa na regeneragao da tiorredoxina'*,
na reducao de peroxidos organicos e inorganico nas reacoes catalisadas pelas
peroxirredoxinas (TANIGUCHI e GUTTERIDGE, 2000), na sintese de éxido
nitrico, na manutencao do potencial redox celular, na prote¢cdo das CAT contra
inativagdo, na biossintese redutora de &cidos graxos e esterdides etc, a
alteracdo protetora da atividade da G6PDH'* deve resultar de um
intercruzamento complexo de vias metabdlicas nos grupos MeHg (2,5 uM) e
DDT+MeHg. Para o ultimo (DDT+MeHg), considerando apenas os dados
gerados nos experimentos conduzidos com hepatécitos de Hoplias

%2 Glucose 6-fosfato + NADP* — 6-fosfogliconato + NADPH (LEHNINGER et al., 2005).

8 A tiorredoxina ¢ utilizada para redugdo de grupo tiol de proteinas oxidadas (reparo de
proteinas oxidadas) (NORDBERG e ARNER, 2001).

“ A G6PDH é uma enzima limitante de velocidade do ciclo das pentoses (LEHNINGER et al.,
2005).
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malabaricus, parece que a G6PDH sofreu incremento de atividade numa
tentativa das células de compensarem o estresse oxidativo resultante da
presenca conjunta dos dois xenobidticos, o que foi eficiente, pelo menos, para
manter a concentragdo de H>O., e a viabilidade celular com valores
semelhantes a exposicao isolada ao DDT e a 0,25 yM de MeHg.

Além da atividade da GR e da G6PDH, verificou-se a atividade da o&-
ALAd em hepatécitos de Hoplias malabaricus. Essa enzima sofreu um
acréscimo de atividade apenas apds exposicdo a 2,5 uM de MeHg,
concentracao também responsavel por um decréscimo na atividade das CAT.
Hipoteticamente, os hepatécitos poderiam responder a uma inibicdo na
atividade das CAT aumentando a producdo de unidades enzimaticas CAT, isto
€, numero de moléculas. Como as CAT exigem grupos heme para seu

145

funcionamento *°, haveria, por este motivo, a necessidade de um maior

requerimento de atividade da 8-ALAd, uma enzima envolvida na sintese do

146

mencionado grupo prostético *°. Igualmente, um aumento na atividade da &-

ALAd poderia ter um efeito antioxidante por reduzir a quantidade de &-

%7 e com isso gerar

aminolevulinato (ALA) que poderia sofrer auto-oxidacao
EROs (RYTER e TYRRELL, 2000). Contudo, a explicagdo para o aumento da
atividade da o-ALAd é provavelmente mais complexa que a sugerida e requer
uma investigacdo mais detalhada, como no caso da G6PDH. Essa
complexidade deve-se, em parte, ao fato de que os produtos da G6PDH e da é-

ALAd estao envolvidos em muitos processos celulares distintos.

145 No centro catalitico das CAT ha uma protoporfirina IX (ZAMOCKY e KOLLER, 1999) que,

para ser sintetizada, necessita da acdo de algumas enzimas, entre elas a 3-ALAd. No caso das
CAT e dos citocromos tipo b, essa protoporfirina IX esta ligada a um atomo de ferro, formando
um grupo heme (LEHNINGER et al., 2005). Outras hemeproteinas dependentes da rota de
sintese na qual a 8-ALAd participa incluem: GPx, hemoglobina, mioglobina, citocromos (b5,
bb6, a-a3, cc1, P450 etc), dioxigenases, oxido nitrico sintases, guanilato ciclases etc (RYTER e
TYRRELL, 2000).
146 Grupo prostético é a porcao nao protéica de uma proteina ou um cofator de enzima, que é
Iigado fortemente, de modo que nao pode ser removido por dialise (STENESH, 1989).
147 ALA + O, — ALA® + O," (na presenca de Fe ou Cu),

ALA + O, + Fe(ll)-Hb + 2 H" — ALA" + H,O, + Fe(lll)-Hb,

ALA® + O, — iminoALA + O,”

97



CAPITULO III: Caracterizagao da toxicid. do DDT, MeHg e mistura DDT+MeHg em hepatécitos de H. malabaricus

A resposta celular a xenobidticos apds captacdo'® e distribuicdo dos
mesmos demanda energia. A fim de verificar se a exposicdo ao DDT e ao
MeHg em concentracbes nominais de ocorréncia natural afeta o estoque
energético dos hepatdcitos, o conteddo de glicogénio foi determinado.
Observou-se que os xenobidticos testados nao afetaram a capacidade e a
eficiéncia dos hepatécitos em manter quantidades normais de glicogénio
estocadas'*®, mesmo na presenca da maior concentragio de MeHg ou no caso
de exposicao aos xenobidticos combinados.

O efeito combinado do DDT+MeHg apenas diferiu da exposicao
individual de ambos para a atividade da G6PDH e para a PCO. Para a LPO,
producdo de EROs, viabilidade celular, apoptose, concentragdo de GSH e
demais atividades enzimaticas, as respostas e efeitos celulares foram similares
a exposicao a apenas um ou ambos xenobibticos.

Dados cientificos enfocando as respostas celulares em decorréncia de
exposicdo a concentracbes mais realisticas de xenobibticos sdo ainda
insuficientes. No presente estudo, foi empiricamente demonstrado através de
alguns biomarcadores as respostas de hepatdcitos de Hoplias malabaricus em

cultura ao DDT, MeHg e combinagédo de ambos (Figura 27).

148 . = o s .
Uma questdo ainda néo respondida é como o Hg e alguns outros metais ndo essenciais

adentram as células. Uma hipétese é que o Hg utilize carreadores independentes de energia e
canais ibnicos, mas isto ainda nio esta caracterizado (BUCIO et al., 1999; ADUAYOM et al.,
2003). Existem também evidéncias de que o MeHg poderia ser transportado através da
membrana via canais transportadores de aminoacidos como um complexo com cisteina ou
pequenos ligantes tidis (BALLATORI e TRUONG, 1995; MOKRZAN et al., 1995; KAJIWARA et
al., 1996; WU, 1996; ANDRES et al., 2002). No citoplasma das células, o Hg pode associar-se
a ligantes como GSH, metalotioneina etc apo6s captagdo, mantendo uma concentragéo livre na
forma de ion baixa e, com isso, favorecendo a entrada de mais Hg através de canais (ANDRES
et al., 2002). No caso do DDT, propde-se que esse inseticida se difunde passivamente para o
interior das células, seguindo um gradiente de concentragao apds se associar com um conjunto
apropriado de moléculas lipidicas na membrana (LEBLANC, 1995; WANG e WANG, 2005;
SHARIFI et al., 1997). Dentro das células, o DDT é particionado principlamente nos lipidios e
passa a acumular-se.

A quantidade de glicogénio foi similar entre todos os grupos testados in vitro. Contudo, isso
ndo necessariamente significa que o mesmo ocorreria in vivo, pois ha no sistema in vivo
interacao sistémica. Por essa interacdo, poderia haver uma sinalizacdo para a disponibilizacao
de glicose estocada, por exemplo, via 0 hormdnio pancreético glucagon (ou hormdnios de agao
semelhante). Também poderia haver uma sinalizagdo hormonal desregulada, caso os
xenobidticos testados agissem sobre o sistema neuroenddcrino. Além disso, hepatocitos
cultivados na presenga e auséncia de insulina podem responder de maneira diferenciada
quanto a concentracdo de glicogénio estocada. Como se buscou reproduzir com fidelidade a
situagdo de hepatdcitos in vivo, insulina foi utilizada para avaliar a capacidade das células em
estocar glucose na forma de glicogénio. Poder-se-ia, se desejado, verificar a capacidade dos
hepatocitos em disponibilizar glucose. Neste caso, acrescentar-se-ia glucagon ao meio de
cultura.
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Em cultura, o MeHg forma compostos como GS-Hg-SG apd6s reacgao
com o GSH presente no meio de cultura (CLARKSON, 1992) e o DDT se liga a
albumina do soro e é particionado nos lipidios celulares e nas porcdes lipidicas
de lipoproteinas do soro (GULDEN et al, 2001, 2002), o que afeta
consideravelmente a biodisponibilidade'® desses xenobiéticos. No entanto,
essas interacdes também ocorrem in vivo, com pequenas diferencas referentes
a concentracdes especificas de proteinas, lipidios e pequenos compostos, com
0Ss quais esses xenobidticos podem se ligar e/ou reagir. Logo, as
concentracdes nominais empregadas nos ensaios com células de Hoplias
malabaricus sao certamente superiores as concentragdes livres no meio de
cultura, mas refletem concentragdes tissulares fatuais.

Concentragdes nominais baixas de DDT e MeHg causaram alteracdes
bioquimicas no modelo celular estudado, refletindo a susceptibilidade da
espécie predadora Hoplias malabaricus ao estresse resultante de exposicao
aos xenobidticos supracitados. Isso desperta preocupacdo, porque acdes
deletérias em células importantissimas como os hepatocitos podem torna-las
mais susceptiveis a estresse adicional como, por exemplo, o estresse
resultante de interacdo com xenobi6ticos antropicos cada vez mais

diversificados e abundantes no ambiente natural.

190 A fracdo que pode ser captada por sistema biolégico € a fracdo biodisponivel. A
biodisponibilidade depende, entre outros fatores, da forma e afinidade quimica de um
xenobidtico, das condigbes fisico-quimicas do ambiente em que se encontra e da possibilidade
de interacdo espacial e temporal entre xenobidtico e sistema biolégico.
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FIGURA 27. Efeitos causados pelo DDT e MeHg e alguns mecanismos hipotéticos.
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As respostas e efeitos celulares do MeHg a 2,5 uM (HIl), MeHg a 0,25 pM (HI), DDT a 50 nM
(D) e mistura de DDT a 50 nM + MeHg a 0,25 uM (M) em hepatécitos de Hoplias malabaricus
estdo indicados na forma de aumento (+) ou reducdo (-). Exceto pela concentragdo de
glicogénio, ndo ha setas indicando quando o biomarcador ndo sofreu alteragdo. As setas
interligando os biomarcadores indicam a interrelacao existente entre eles. Abreviagdes novas:
G6P (glucose-6-fosfato), 6PG (6-fosfogliconato) e ??? (outros biomarcadores). O aumento de
necrose observado em todos os grupos expostos aos xenobiéticos deve resultar da acao direta
dos xenobidticos, bem como de um aumento no dano a macromoléculas (proteinas (PCO - Hll,
M) e lipidios (LPO — D, HI, HIl, M). Esse dano pode ser via oxidacdo direta pelo HO®, via
interagdo entre xenobiodtico/grupo reativo (metabdlitos, radicais como o CH;) e
macromoléculas, e/ou via acao de subprodutos de oxidacdo de algumas biomoléculas sobre
outras. Uma concentragdo aumentada de HO® pode decorrer de aumento de H,0, e
incapacidade do sistema antioxidante celular em neutralizar EROs (via CAT, GSH, NADPH
etc). Entdo, os xenobidticos podem levar a uma situacdo de estresse oxidativo inibindo
(diretamente ou via oxidacao) a atividade de enzimas como a CAT (HIl), a GR (HI, M), a SOD
(D, HIl) e a GST (D); consumindo antioxidantes (como o GSH); gerando EROs (como o H,O, —
D, HI, M); e danificando macromoléculas diretamente ou via agentes pro-oxidantes. Quando o
estresse celular € grave, mas nao intenso o suficiente para causar necrose (D, HI, Hll, M), pode
haver sinalizagao (via redugéo da concentragdao de GSH) em algumas células para ocorréncia
de apoptose (D). As células tentam eliminar o excesso de EROs, sinalizando para a ativagao
de elementos de resposta antioxidante (via EROs), que agem elevando a transcricao de
enzimas antioxidantes, como as CAT, GR, SOD etc. Quando, por alguma razéo, ha reducao de
EROs abaixo de niveis normais (O," - HIl), pode haver inclusive redugédo na transcricdo de
algumas enzimas dependentes de sinalizagao por EROs (SOD — HIl ?). O intercruzamento de
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vias bioquimicas e moleculares dentro das células faz com que enzimas nao diretamente
envolvidas na resposta antioxidante passem a ser expressas para suprir grupos funcionais,
como por exemplo, o grupo heme que compdem enzimas como as CAT, GPx e citocromos
(p.ex. P450). Algumas enzimas tentam ainda repor moléculas antioxidantes como o GSH (GR,
enzimas de sintese) e o NADPH (G6PDH), sendo que a maior parte das respostas celulares a

presenca de xenobibticos requer energia, o que pode ou nao levar a redugédo de estoques de
glicogénio.
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6. CONCLUSOES

A exposicao de hepatdcitos de Hoplias malabaricus ao DDT e MeHg
levou a alteragdo celular medida através de biomarcadores expressivos. As
respostas celulares foram identificadas através de alteracdo na atividade de
importantes enzimas (CAT, GST, GR, SOD, 6-ALAd, G6PDH), o que nao
necessariamente implica em efeito deletério no caso de aumento de atividade
por se tratarem de respostas protetoras. Contudo, isto ndo € verdade quando
se trata de inibicdo de atividade enzimatica, que pode levar a uma maior
susceptibilidade a estresse adicional, o que de fato ocorreu. O aumento da
LPO, PCO e incidéncia de apoptose e a reducao da viabilidade celular e da
concentracdo de GSH configuram-se em efeitos deletérios da exposicao aos
xenobibticos supramencionados. No caso da producdo de EROs, niveis
alterados sejam eles acima ou abaixo do limiar de normalidade podem ter
graves consequéncias ao bom funcionamento celular.

O solvente DMSO (responsavel por importantes efeitos em hepatocitos
de Hoplias malabaricus conforme discutido no Capitulo Il) ndo foi utilizado para
solubilizar o DDT nos ensaios do presente capitulo. Ao invés de empregé-lo,
optou-se pela solubilizagdo em soro bovino fetal, tendo em vista a
hidrossolubilidade e o particionamento em lipidios do referido pesticida. Dessa
maneira, foi possivel reproduzir com um pouco mais de fidelidade a situagéo in
vivo, embora ainda haja um distanciamento entre o que de fato ocorre in vivo e

as simulagbes até o momento possiveis in vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS

A geracgao de dados empiricos com espécies nativas a respeito da acao
de xenobiodticos é condicao imprescindivel para a compreensao dos efeitos
bioldgicos resultantes de exposicdo, sendo que uma visdo holistica da
interacdo xenobidtico - compartimento vivo depende da complementaridade de
estudos in situ, in vivo e in vitro.

O emprego de ensaios in vitro permite um estudo mais aprofundado da
bioquimica celular, passando-se da mera especulacdo dos passos iniciais que
levam a ocorréncia de um efeito biolégico a descoberta de mecanismos de
acao bastante detalhados. Tendo isso em mente, escolheu-se a espécie
Hoplias malabaricus como modelo de peixe tropical predador nativo do Brasil
para a padronizacdo de um modelo in vitro de interesse, objeto de estudo para
os trés capitulos que compdem o presente trabalho.

No capitulo I, determinou-se um procedimento de facil reproducao para o
isolamento de células hepaticas, condicbes adequadas de cultivo e a
determinacdo de um desenho experimental apropriado para o posterior
emprego do modelo. Depois de atendidas essas condi¢des, realizaram-se dois
estudos distintos.

No capitulo Il, pesticidas organoclorados extraidos de organismos
expostos no ambiente natural foram empregados para simular sua acao
conjunta, numa tentativa de reproduzir mais fidedignamente a forma quimica e
a concentracao de componentes individuais de uma mistura xenobibtica, numa
abordagem inédita. A ocorréncia de efeitos resultantes do solvente utilizado
(DMSOQO) suscitou a necessidade de empregar uma extratégia diferente, em
ensaios futuros, para solubilizar moléculas xenobiéticas hidrofébicas.

No capitulo lll, igualmente inédito, hepatécitos de Hoplias malabaricus
foram expostos ao DDT, MeHg e a uma combinacdo de ambos. Dispensou-se
o emprego do DMSO, um numero maior de biomarcadores foi avaliado e o
tempo de exposicao foi prolongado em relacao ao capitulo .

O emprego de diversos biomarcadores, de concentracbes mais
realisticas de xenobibticos e de um modelo in vitro ainda pouco explorado no
Brasil, hepatécitos de um organismo nao exdtico, sdo os pontos de destaque
dos ensaios realizados, tanto no capitulo Il quanto no capitulo Ill.
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Esses dois ultimos capitulos permitem uma interessante comparacao
dos resultados obtidos, caso se desconsidere as diferentes condicdes
experimentais, com relacdo a exposicdo aos organoclorados; essa exposicao
ocorreu nos capitulos Il (mistura de POCs) e IIl (DDT). Primeiramente, houve
reducao da viabilidade e da concentracédo de glutationa reduzida e aumento da
atividade das CAT em ambos os experimentos, o que indica que ambos, DDT e
a mistura de POCs, alteraram esses biomarcadores de modo que eles
respondessem de maneira semelhante. Contudo, isso nao quer dizer que as
mesmas vias de alteracao foram induzidas pela mistura de POCs e pelo DDT.
Em segundo lugar, as interagdes complexas, que devem ocorrer na mistura de
POCs, levaram os hepatocitos a morte celular apenas por necrose, enquanto
que a exposicao ao DDT ativou o programa de morte celular por apoptose e
permitiu que esse programa ocorresse, de modo que os hepatdcitos sofreram
os dois tipos de morte celular conhecidos, apoptose e necrose. Em terceiro
lugar, a exposi¢do ao DDT isoladamente levou ao aumento na peroxidagédo de
lipidios, o que ndo ocorreu apos exposicao a mistura de POCs. Aparentemente,
a atividade das enzimas GST deve ter alguma relacdo com esse achado, pois
as GST estao envolvidas na conjugacéao de produtos de metabolismo de varios
POCs e na neutralizacao de hidroperdxidos lipidicos; a atividade das GST
aumentou apds exposicao aos POCs, porém diminuiu ap6s exposicao ao DDT.
E finalmente, diversos biomarcadores, que nao foram avaliados, podem ter sido

alterados. No capitulo II, a avaliacdo de sete biomarcadores'

nao permitiu
uma caracterizacao tdo refinada da toxicidade dos xenobiéticos como foi
possivel no capitulo Ill, onde quatorze biomarcadores foram analisados.

Do ponto de vista de uma possivel aplicacdo dos biomarcadores
analisados no diagnéstico ambiental, os resultados in vitro obtidos com
hepatécitos de Hoplias malabaricus nos capitulos Il e Il permitem sugerir dois
aspectos que devem ser considerados. Primeiro: o maior nimero possivel de
biomarcadores deve ser avaliado, como sugerido por outros pesquisadores.
Segundo: caso nao seja possivel a avaliacdo de diversos biomarcadores, 0s
biomarcadores que indicam dano ao funcionamento celular ou dano estrutural

as celulas, isto €, danos ao DNA, proteinas, lipidios e morte celular devem ser

! |imitagdes técnicas referentes & quantidade de POCs extraidos das enguias foram

limitantes para a ndo avaliacao de um nimero maior de biomarcadores no capitulo II.
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priorizados, pois eles sédo, geralmente, o resultado avancado ou final do
intercruzamento de diversas vias e processos celulares envolvidos na acao
deletéria de xenobidticos. E terceiro: o fato de alguns biomarcadores nao
apresentarem resposta indicativa de estresse quimico, ndo necessariamente
sugere uma boa situagcdo ambiental; uma ma escolha dos biomarcadores pode
inviabilizar um bom diagnéstico, visto a complexidade do ambiente celular e a
possibilidade de um determinado biomarcador apresentar uma resposta
protetora que mascara, em parte, o efeito dos demais biomarcadores
avaliados.

Em termos de contribuicdo, os dados obtidos com os trés capitulos
integrantes da presente tese fornecem a base para novos estudos com a
espécie Hoplias malabaricus, além de gerarem novas questdes que exigem
uma investigacdao mais aprofundada, o que necessitara a exploragédo de novos
biomarcadores.

Por fim, o emprego de diversos biomarcadores para a avaliacdo do
estado redox celular foi interessante pelo fato de que a maioria dos
xenobibticos deve afetar o balango redox celular em algum momento da
expressao de seu efeito toxico. Para o futuro, o modelo padronizado e os
resultados obtidos na presente tese tornardo possivel a exploragcdo dos
mecanismos que levaram, por exemplo, ao aumento da atividade de uma

determinada enzima avaliada'®®

ou a sua inibicao'® em hepatécitos de Hoplias
malabaricus, uma espécie modelo nativa do Brasil. Além disso, xenobioticos
cujos efeitos in vitro e mecanismos de toxicidade sdo ainda pouco
caracterizados em peixes nativos poderdo ser contemplados em novos

estudos.

%2 Vias de sinalizagdo como a NRF2, AP-1, NFxB etc.
158 Interacao direta entre xenobibtico e enzima, inibicao da captagao de precursores, inativacéo
por oxidacao etc.
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