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RESUMO

O presente trabalho teve como principal objetivo investigar os efeitos de alguns
poluentes aquéticos utilizando como modelo de estudo a espécie Hypostomus
commersoni, um peixe de agua doce que vive associado aos sedimentos em rios e
lagos do sul do continente americano. Observacdes demonstram que esta espécie €
normalmente resistente em ambientes impactados por poluentes, onde outras
espécies sao raras ou nao estdo presentes. Desta forma, um estudo foi realizado
para verificar se as respostas celulares desta espécie sdo também mais eficientes
guando comparadas as respostas de outros peixes, como a espécie Hoplias
malabaricus (traira). Inicialmente, um protocolo para isolamento e cultivo de
hepatécitos de H. commersoni foi estabelecido para que estas células pudessem ser
utilizadas como ferramenta em estudos de citotoxicidade. Apds o cultivo ter sido
estabelecido e as caracteristicas destes hepatdcitos em cultura serem conhecidas, a
segunda etapa deste trabalho consistiu em avaliar os efeitos toxicos do DDT e do
metilmercurio nestas células. Para esta abordagem, utilizou-se os niveis de
glutationa, peroxidacdo de lipidios, producdo de peréxido de hidrogénio e anion
superoéxido, além das atividades das enzimas catalase, glutationa-S-transferase e 6-
aminolevulinato desidratase como biomarcadores. Todos o0s grupos de células
expostas foram influenciados de alguma forma devido a exposicdo a estes dois
poluentes. Apds conhecer as respostas celulares in vitro, realizou-se um estudo in
vivo para investigar os efeitos de bifenis policlorados e pesticidas organoclorados
em peixes da mesma espécie. Para isto, treze individuos foram coletados e
utilizados como bioindicadores. Analises quimicas foram realizadas em tecido do
figado e musculo destes organismos para detectar a presenca dos poluentes
organopersistentes, além de analises bioquimicas e histopatoldgicas para conhecer
o efeito téxico dos mesmos. Todos os individuos apresentaram bioacumulacdo dos
poluentes analisados e alguns parametros bioquimicos apresentaram correlacédo
com a presenca destes poluentes. A quarta e ultima fase deste estudo foi parte de
um estagio de doutorado sanduiche na Université du Quebec a Rimouski - Canada,
com o objetivo de estudar a cinética de absorcédo e eliminacao de nanoparticulas de
prata na espécie de peixe Salvelinus alpinus, bem como seus efeitos toxicos através
de microscopia de luz e eletronica de transmissdo. Por meio deste estudo, foi
possivel verificar que os peixes absorveram as nanoparticulas com facilidade e as
mesmas acumularam-se em diversos 6rgdos-alvo destes animais. Os resultados
obtidos ao longo deste estudo sdo provenientes de diferentes metodologias, no
entanto, convergem demonstrando os efeitos adversos de poluentes aquaticos em
células e organismos expostos.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of water pollutants in the fish Hypostomus
commersoni, a fresh water species which feeds from planktonic organisms and is a
very common fish in rivers and lakes of Brazil, living in direct contact with the water
bottom sediments. Some important observations demonstrate that this species is
commonly resistant to impacted environments, where other species are rare or
absent. Therefore, an investigation was developed to verify if the cell responses of
H. commersoni are also more efficient when compared to the fish Hoplias
malabaricus. Firstly, one procedure for isolation and culture of H. commersoni
hepatocytes was established for utilisation of these cells as a model for toxicity
studies. After the establishment of the culture conditions and the hepatocytes
characteristics, the second step of this work was carried to evaluate the effects of
DDT and methyl mercury in these cells. For this purpose, the reduced glutathione
concentration, lipid peroxidation, hydrogen peroxide and superoxide anion levels in
addition to catalase, ©&-aminolevulinic acid dehydratase and glutathione S-
transferase activity were evaluated as biomarkers. All the exposed groups were
affected in some way due to the pollutant exposure. An in vivo study was also
carried out to investigate the effects of polychlorinated biphenyls and organochlorine
pesticides in H. commersoni. Thus, thirteen animals were obtained from an impacted
area and used as bioindicators. Chemical analyses were performed in liver and
muscle to measure the presence of the cited pollutants. In order to know the toxic
effects, biochemical and histopathological analyses were also performed. All the
animals bioacumulated the analysed pollutants and some biochemical assays were
co-related with their presence. The last step of this work was developed in the
Université du Quebec a Rimouski - Canada, in which the fish Salvelinus alpinus
(Arctic char) was used to investigate the absorption and elimination of silver
nanoparticles as well as their toxic effects through electron and light microscopy.
With this study, it was possible to verify that the fish easily absorved the
nanoparticles and accumulated them in several target organs. The overall results
presented in this study were obtained through different methodologies. However,
they all converge showing the adverse effects of water pollutants on cells and
exposed organisms.
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INTRODUCAO GERAL

O crescente aumento populacional, acompanhado pelo desenvolvimento
industrial, tem contribuido de forma continua e significante para o comprometimento
dos ambientes em que vivemos e isto tem atingido ndo apenas 0s ecossistemas de
forma mais direta, mas também as popula¢des humanas. Diferentes contaminantes séo
freqientemente lancados nos diversos ambientes incluindo os corpos d’agua, solo e ar,
sendo que alguns deles séo particularmente criticos neste processo, porque devido a
caracteristicas quimicas préprias, entram facilmente na cadeia trofica. A exposicdo a
produtos quimicos toxicos no ambiente € uma constante ameaca em potencial para a
saude e qualidade de vida do homem e de outras espécies, ja que todas as formas de
vida podem ser afetadas por estes componentes. Além disso, a manifestacdo dos
efeitos toxicos depende da dose e da forma quimica em que estes se encontram,
podendo distribuir-se por todo o organismo, afetando vérios 6rgdos e alterando os
processos bioquimicos e a fisiologia celular.

Poluentes em geral e seus metabdlitos ativos, podem induzir lesdes celulares
gue poderdo tornar-se persistentes caso 0os mecanismos de destoxificacdo e reparo
ndo intervenham rapidamente. Desta forma, disfuncdes fisioldgicas e teciduais poderéo
ocorrer e serem responsaveis por efeitos a niveis populacionais. Disfuncées imunes
causadas por estes elementos podem causar também um aumento na sensibilidade ao
estresse ambiental e favorecer processos infecciosos e a ocorréncia de parasitismo
(VASSEUR e COSSU-LEGUILLE, 2006).

Os ecossistemas aquéticos, em particular, sdo considerados receptores finais de
diversos tipos de poluentes, pois acumulam estes componentes téxicos através da
deposicdo atmosférica e escoamento pelas aguas das chuvas. Os problemas
relacionados a estes poluentes, provenientes em sua maioria das atividades
antrépicas, nao foram ainda totalmente elucidados. Desta forma, novas informacdes
s80 necessarias para conhecer os efeitos toxicos destes poluentes, principalmente em

organismos aquaticos.
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A presenca de produtos quimicos téxicos no ambiente muitas vezes esta
associada a localizac&o de regifes industriais e agricolas, onde geralmente verifica-se
a contaminacdo dos ecossistemas por metais pesados e poluentes organo-persistentes
(POPs) - dentre os quais se encontram os bifenis policlorados (PCBs) e pesticidas.
Embora os mecanismos pelos quais 0os metais pesados ocasionam a inibicdo de
algumas habilidades funcionais das células ainda ndo estejam muito bem
compreendidos, pode-se dizer que a exposicdo a estes poluentes acaba pelo menos
reduzindo a duracdo e a amplitude de diversas atividades das células que estédo
expostas de alguma forma a estes contaminantes (BISHAYI e SENGUPTA, 2003). No
interior da célula, os metais pesados em geral podem aumentar a geracao de radicais
livres, seja por diminuir os niveis intracelulares de antioxidantes ou pela producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (KLEIN et al, 1991). Além disso, geralmente 0s
metais pesados sdo mais perigosos quando agem em combinagdo com outros
poluentes.

A ampla utilizacdo e a consecutiva liberacdo de poluentes organo-persistentes
resultou na contaminacdo de diversos ambientes e acumulacdo destes tdoxicos em
organismos aquaticos através de diferentes mecanismos. Desta forma, atualmente,
existe uma grande preocupacdo em relacdo aos POPs e pouco se conhece sobre os
efeitos adversos destes poluentes na fisiologia celular. A Convencédo de Estocolmo
(2001) baniu a utilizagéo de 8 pesticidas (aldrin, endrin, dieldrin, clordano, heptacloro,
hexaclorobenzeno, mirex e toxafeno), proibiu imediatamente a producédo de PCBs e
determinou a interrupcdo gradual no seu uso ao longo do tempo. No entanto, 0s
problemas relacionados a estes componentes podem continuar, jA que possuem a
capacidade de permanecer disponiveis durante muito tempo nos ecossistemas e
bioacumularem-se nos animais. Além disso, a identificacdo de biomarcadores para
efeitos toxicos destes componentes nas populagdes ainda € um desafio para os
ecotoxicologistas (VASSEUR e COSSU-LEGUILLE, 2006).

Residuos de pesticidas, especialmente organoclorados (DDT e metabdlitos,
BHC, aldrin, heptacloro e outros), estdo presentes nas areas mais remotas da Terra.

Podem ser retidos no organismo de animais migrantes marinhos (LEE et al., 1997) e
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transportados por grandes distancias através do planeta por correntes de ar e
oceénicas. Ja foram também detectados nos Andes Chilenos, em altitudes elevadas.
Os organoclorados acumulam-se principalmente através da cadeia trofica e devido a
grande lipossolubilidade e a lenta metabolizagdo, ficam armazenados no tecido adiposo
dos organismos (D’AMATO et al., 2002).

Como o ambiente aquatico € afetado por uma mistura complexa de
contaminantes quimicos, ha uma necessidade crescente em identificar estes
contaminantes e avaliar seu potencial tdxico através de organismos aquaticos
(PESONEN e ANDERSSON, 1997). Peixes sao utilizados como modelos experimentais
em toxicologia ambiental, em pesquisas genéticas, em biomedicina, neurobiologia,
endocrinologia e ecologia, como uma ferramenta para obter informacdes basicas nas
areas das ciéncias bioldgicas. A vantagem deste modelo animal é representada pelo
fato de que diferentes espécies muitas vezes possuem caracteristicas que as fazem
especiais para que sejam utilizadas em questdes especificas (BOLIS, 2001).

O processo de biomagnificacdo de diversos poluentes através da cadeia
alimentar € bem conhecido, apresentando as maiores concentragcdes nos organismos
de nivel trofico mais elevado, como os peixes carnivoros (D’AMATO et al., 2002).
Assim, além dos efeitos téxicos dos pesticidas organoclorados para a exposicao
humana, a possibilidade das espécies de niveis tréficos elevados serem afetadas pode
acarretar desequilibrio na estrutura das comunidades. Ainda ha os peixes que nao
estdo em niveis tréficos superiores, mas que poderdo atingir altos niveis de
contaminacao ao absorverem nutrientes que possuem grande carga de poluentes, por
estes se associarem aos sedimentos de fundo (MATSUSHITA e SOUZA, 1994;
BRESSA et al., 1997). Este € 0 caso da espécie Hypostomus commersoni, 0 peixe
escolhido como modelo de estudo em parte deste trabalho.

A espécie Hypostomus commersoni (ordem Siluriformes, familia Loricariidae),
popularmente conhecido como cascudo, é uma espécie de peixe de agua doce que
alimenta-se de organismos planctonicos (Figura 1). Este animal € comumente
encontrado no Sudeste e Sul do Brasil e vive nas regides mais profundas de rios e

lagos, em contato direto com os sedimentos. A escolha desta espécie para investigar



12

os efeitos de poluentes aquaticos deveu-se a escassez de dados referentes a mesma e
pelo fato de que as familias de Hypostomus sp mostram-se bastante resistentes em
ambientes que contém quantidades consideraveis de poluentes. Assim, este estudo
visou observar se a referida espécie possuia também os mecanismos das respostas
celulares mais eficientes a presenca de poluentes ambientais, comparados a traira
(Hoplias malabaricus), ja utilizada como modelo in vivo e in vitro em nosso laboratério.
Desta forma, este trabalho foi organizado em quatro capitulos assim distribuidos:
Capitulo I: Padronizacdo de isolamento e cultivo primario de hepatocitos de H.
commersoni como ferramenta para estudos de toxicidade; Capitulo II: Utilizacdo de
metodologia desenvolvida no primeiro capitulo para avaliar os efeitos in vitro do DDT e
monometilmercario em hepatocitos cultivados de H. commersoni, avaliando os
mecanismos de resposta celular relacionados ao estresse oxidativo; Capitulo Il
Através de andlises quimicas, bioquimicas e histopatol6gicas realizar um estudo de
biomonitoramento utilizando a mesma espécie avaliando a aplicabilidade do uso dos
mesmos biomarcadores utilizados in vitro. Finalmente, no Capitulo IV, este trabalho
apresenta um estudo realizado no Canad4, com o objetivo de introduzir no grupo de
pesquisa uma nova linha e uma nova ferramenta no estudo dos efeitos de poluentes
em organismos aquaticos. Sendo assim, foi desenvolvido um estudo com
nanoparticulas de prata, e, através de técnicas utilizando radionuclideos, avaliou-se a
cinética de absorcdo, distribuicdo e eliminacdo das nanoparticulas bem como seus
efeitos toxicos nos organismos. Para isso, foi utilizada outra espécie de peixe de agua

doce, a truta Salvelinus alpinus.

Figura 1: Exemplares de Hypostomus commersoni.
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CAPITULO |

PADRONIZACAO DE METODOLOGIA PARA ISOLAMENTO E CULTIVO
DE HEPATOCITOS DE Hypostomus commersoni
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RESUMO

Um método para o isolamento e cultivo primario de hepatdcitos da espécie Hypostomus
commersoni foi desenvolvido com o intuito de utilizar estas células em ensaios com
xenobidticos. Esta metodologia foi desenvolvida a partir de adaptacfes de protocolos ja
existentes para o cultivo de hepatdcitos de peixes. A metodologia padronizada consistiu
em retirar o figado do peixe, corta-lo em pequenos pedacos e realizar a dissociacao
das células em uma placa de Petri com auxilio de uma pipeta Pasteur durante 20
minutos. A solucdo utilizada para este procedimento foi PBS acrescido de EDTA.
Depois de seguidas lavagens em PBS e meio de cultura, as células foram cultivadas
por até quatorze dias a 22-24°C e pCO, atmosférica. Foram necessérios de dois a trés
dias para as células aderirem completamente nos frascos de cultura. A propor¢céo dos
tampdes no meio de cultura foi ajustada para 15 mM de HEPES e 6 mM de bicarbonato
de sadio, a fim de manter o pH estavel (7,8) sem o uso de incubadora de CO2. O meio
utilizado foi o RPMI 1640 suplementado com 0,1-0,2 U.ml™* de insulina mista (bovino-
suina) e 5-10% de soro bovino fetal. A viabilidade das células em cultura manteve-se
em 97% apos o procedimento de dissociacado, ficando em torno de 55% apds 14 dias
em cultura. As andlises provenientes da microscopia de contraste de fase revelaram
gue a morfologia dos hepatdcitos sofre modificacées ao longo do periodo de cultivo, ou
seja, as células apresentaram formato esférico apds o procedimento de dissociacdo e
isolamento e, ao longo do tempo, agregaram-se umas as outras. As caracteristcias dos
hepatdcitos cultivados neste estudo, tais como viabilidade e morfologia, permitem a sua
utilizacdo em estudos de resposta celular frente a exposicdo a xenobidticos de
interesse.

Palavras-chave: Hypostomus commersoni, cultivo, hepatdcitos.
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1. INTRODUCAO

O figado possui importancia crucial na manutencdo da homeostase interna de
organismos vertebrados. Este 6rgdo adapta-se a condicbes ambientais através de
continuos reajustes das estruturas hepatocelulares tais como: metabolismo de
nutrientes, armazenamento de energia (glicogénio e lipideos), sintese e secrecdo de
proteinas (albumina, vitelogenina, lipoproteinas), manutengcdo dos niveis de glicose
plasmaticos, eliminacdo dos componentes nitrogenados apés a formacdo da aménia ou
uréia, metabolismo de horménios, metabolismo de xenobidticos e formacédo da bile. A
natureza dinamica do figado e suas funcbes regulatérias em muitos processos
metabdlicos e fisioldgicos, fazem deste 6rgdo um importante modelo para estudar
Varios mecanismos e processos. Apesar da importancia do figado para a manutencao
da homeostase do organismo sob condicbes ambientais variaveis, o conhecimento
fisioldgico e toxicoldgico do figado de peixes € bastante restrito. Poucos trabalhos tém
utilizado o potencial das culturas primarias para estudar a fisiologia basica do figado de
peixes, respostas adaptativas a mudancas ambientais ou mecanismos de processos
toxicos (SEGNER, 1998).

O cultivo de hepatdcitos de peixes é uma ferramenta valiosa para estudos de
toxicidade. Métodos de isolamento de células intactas e funcionais do figado de
mamiferos tornaram-se viaveis durante o final da década de 1960. Os hepatécitos
isolados mantém os beneficios de uma célula intacta (funcionalidade das organelas,
interacbes enzimaticas, concentracdo de metabdlitos, etc) sem a complexidade de
interacbes que ocorrem em um organismo inteiro. Além do que, varios tipos de
condicdes experimentais podem ser utilizados com populagdes celulares obtidas a
partir de um Unico animal (SEGNER, 1998).

Tem-se demonstrado que hepatécitos de peixes mantém muitas funcgdes
importantes em culturas primérias que séo pré-requisitos para a obtencdo de
resultados relevantes em relagdo ao que acontece em situagdes in vivo. Assim,
culturas primarias de hepatdcitos de peixes tém sido utilizadas para avaliar o
metabolismo de xenobidticos, formacdo de produtos tdxicos, inducdo de danos no

DNA, alteracbes enziméticas e proliferacdo de peroxissomos, permitindo que seja
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possivel analisar maiores detalhes do que seria permitido em estudos in vivo
(PESONEN e ANDERSSON, 1997).

Culturas primarias de hepatdcitos de teledsteos tém sido utilizadas para estudar
varios aspectos das funcdes e estruturas hepaticas, tais como temperatura e
aclimatacdo (JENSEN et al. 1996; KENNEDY et al. 1991) senescéncia celular
(BRAUNBECK e STORCH, 1992), interacfes célula — célula (BALDWIN e
CALABRESE, 1994; BLAIR et al. 1990), metabolismo de lipoproteinas (GJOEN e
BERG, 1993), metabolismo de nutrientes e regulacdo enddcrina (DUAN, et al. 1993;
MOMMSEN e LAZIER, 1986), sintese de vitelogenina (FLOURIOT et al. 1993;
JOBLING e SUMPTER, 1993) e estudos toxicolégicos (HYLLNER et al. 1989; MILLER
et al. 1993).

O mais frequente uso de hepatécitos em cultura para estudos de toxicidade € a
determinacdo dos mecanismos que causam hepatotoxicidade. Culturas de hepatécitos
sdo utilizadas para identificar metabdlitos toxicos e/ou enzimas envolvidas em sua
formacdo. Hepatocitos isolados também séo utilizados para avaliar o potencial
genotoxico de alguns xenobidticos baseando-se em sua capacidade de causar adutos
com o DNA, mutagOes e aberragdes cromossomicas (GUILLOUZO, et al. 1997).

Entre as varias alternativas possiveis para cultura de células em monocamadas,
as culturas de hepatdécitos sdo particularmente promissoras, além disso as culturas
primarias sdo um modelo atrativo para estudar processos tempo-dependentes sob
condicdes experimentais definidas. No entanto, o uso em potencial deste sistema, que
permite que se entendam aspectos basicos da fisiologia do figado de peixes e suas
respostas adaptativas a mudancas ambientais, ainda € pouco explorado (SEGNER,
1998). Outro dado importante € que em culturas primarias de teledsteos, os dados
disponiveis indicam que ocorre uma grande estabilidade das enzimas de
biotransformacé@o existentes nas células hepaticas (PESSONEN e ANDERSSON,
1997).

Modelos in vitro empregando hepatdcitos sao ferramentas aplicaveis em
diversos estudos, alguns com enfoque no metabolismo, na regulagdo do pH, no

transporte através de membrana, na sintese protéica, na regulagdo e na interacao
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hormonal, enquanto outros visando investigar a citotoxicidade, a genotoxicidade ou a
biotransformacao (detoxificacdo ou bioativacdo) de xenobidticos (BAKSI e FRAZIER,
1990). Dentre as vantagens que este modelo apresenta, destaca-se também o fato de
que nestes estudos de toxicidade s&o necessérias menores quantidades de
xenobidticos (PESONEN e ANDERSSON, 1996).

As metodologias de isolamento de hepatdcitos ja sdo bem conhecidas para
diversos peixes exoticos de ambiente dulcicola (truta, carpa, peixe-lua e outros) e
ambiente marinho (diabo-marinho, linguado, salmao, peixe-escorpido) e para espécies
nativas brasileiras ha apenas um registro na literatura, o de hepatdcitos de Hoplias
malabaricus (FILIPAK NETO et al., 2006). 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 informacgédo bioldgica relevante e a funcdo metabdlica que se
quer investigar com o ensaio (BAKSI e FRAZIER, 1990).

Ainda nado existem dados na literatura sobre o cultivo priméario de hepatécitos de
Hypostomus commersoni, portanto, foi necessario estabelecer um protocolo para isolar
e cultivar estas células. Desta forma, este capitulo apresenta informacdes inéditas
sobre o cultivo de hepatocitos desta espécie, que podem ser utilizados como

ferramenta em estudos toxicoldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Padronizar uma metodologia de isolamento e cultivo de hepatécitos de Hypostomus

commersoni para estudos de citotoxicidade.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adaptar metodologias j& existentes para isolamento e obtencdo de hepatdcitos de
outras espécies de peixes para a espécie H. commersoni;

Verificar a viabilidade das células em cultura ao longo do tempo;

Estudar as condi¢cdes dos hepatdcitos em cultivo através da observacao das células em

microscopia de luz.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo e cuidado com os peixes

Exemplares de Hypostomus commersoni foram obtidos de uma fazenda de
peixes comercial e mantidos no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de
Biologia Celular da UFPR. Os espécimes foram mantidos separados em aquarios de
30 litros, com aeracao constante e fotoperiodo de 12 horas. Os peixes foram mantidos
nestas condicbes por aproximadamente 15 dias antes de serem utilizados nos
experimentos. Durante este periodo, ndo receberam nenhum tipo de alimentacéo, ja
gue em seu ambiente natural, alimentam-se exclusivamente de organismos

planctonicos associados aos sedimentos.

3.2. Isolamento das células

Para cada cultura priméaria realizada, dois a trés espécimes foram anestesiados
(MS222 a 0,02% em &gua) e sacrificados por sec¢do espinhal na altura do cranio. Foi
realizada assepsia em todo o corpo do animal com etanol a 70% e clorexidina alcodlica
a 2% e em fluxo laminar. Porgées’ do figado foram removidas para uma placa de Petri
e lavadas em tampao fosfato salino (PBS, pH 7,8, 4°C). Em seguida, as por¢cfes do
orgao foram cortadas em partes menores com auxilio de pincas e bisturi e os pedacgos
restantes foram aspirados e eliminados constantemente utilizando-se uma pipeta
Pasteur de plastico estéril por aproximadamente 15 minutos em uma solucao de PBS
pH 7,8, 4°C, acrescido de 2 mM de EDTA (&cido etileno diamino tetracético) dissoédico
para ocorrer a dissociacdo das células. A suspensao resultante deste processo foi
filtrada com o auxilio de uma tela de metal (poros de aproximadamente 1mm). As
células foram lavadas 3 vezes em PBS e 1 vez em meio de cultura e centrifugadas em
baixa rotacdo (100 - 120 x g) para remocao de células rompidas e restos do tecidos do
figado (FILIPAK NETO et al., 2006, com modificacdes).

L A disposicdo e o formato do figado desta espécie ndo permite que o 6rgéo seja retirado por inteiro,
desta forma, as porc¢des do figado foram retiradas separadamente.
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3.3. Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi estimada utilizando-se Camara de Neubauer através do
teste de exclusdo do corante Azul de Tripan (0,05 a 0,1% v.v'), com a identificacéo
visual das células viaveis (membrana integra) e nao viaveis (membrana permeéavel ao

corante vital).

3.4. Condicéo de cultivo celular para ensaios

As células foram semeadas em garrafas de cultura Corning®, Sarstedt® e TTP®
com e sem pré-tratamento numa densidade de 0,5x10° células por mililitro de meio de
cultivo 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 fetal bovino
(5% v.v'). Nas garrafas que receberam pré-tratamento, foi utilizado colageno do tipo |
desnaturado (gelatina) a 1,5%, durante 1 hora antes de as células serem adicionadas.
As garrafas de cultivo contendo as células foram mantidas a 22-24°C e pCO;
atmosférica (em estufa convencional) (FILIPAK NETO et al., 2006).

3.5. Monitoramento da cultura
Mudancas evidentes na morfologia celular, crescimento de células
contaminantes, reorganizacdo e morte das células ao longo do tempo foram

monitoradas utilizando-se microscopio de contraste de fase.
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4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade celular

A viabilidade dos hepatdcitos foi testada para acompanhar as condicfes gerais
da cultura, bem como monitorar a sobrevivéncia das células ao longo do tempo. A
viabilidade foi verificada imediatamente apds o procedimento de dissociacdo do orgao
e isolamento das células, antes de serem distribuidas nas garrafas de cultura. Neste
momento (tempo zero - TO), 97% das células permaneceram viaveis (Figura 2). Apés
24 horas em cultura (T1), um novo teste foi realizado e foi possivel verificar uma
porcentagem de células viaveis semelhante ao tempo inicial. No terceiro dia (T3), a
porcentagem de hepatdcitos viaveis era de 80%, diminuindo para 73% apds 7 dias em
cultura (T7). ApoOs 14 dias em cultura, a viabilidade celular diminuiu consideravelmente,
permanecendo em torno de 55%.
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Figura 2: Viabilidade celular em ndmero de células viaveis a cada 100 células. Média + erro
padrdo da média. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos (p<0,05).
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4.2. Adeséao nas diferentes garrafas de cultura

Os resultados provenientes dos testes de adesdo demonstraram que 0S
hepatdcitos aderiram com mais facilidade nas marcas Corning® e Sarstedt® apés 3 dias
em cultura. Em relacdo a marca TTP®, a adesdo também ocorreu, embora tenha sido
menos significativa. Quando as garrafas das trés marcas foram tratadas com colageno
tipo I, a adesdo melhorou significativamente, isto €, a quantidade de hepatocitos
aderidos foi maior e o tempo necessario para que as células aderissem foi ligeiramente
menor. Mesmo apds o tratamento, as marcas Corning e Sarstedt demonstraram

vantagem em relacdo a adesao nas garrafas TTP. (Dados ndo mostrados)

4.3. Morfologia dos hepatdcitos em cultura

Acompanhando a cultura ao longo do tempo, foi possivel observar que os
hepatécitos sofreram diversas modificagbes em sua morfologia. Além disso, verificou-
se que a densidade celular influencia diretamente a capacidade de adesédo e
sobrevivéncia das células em cultura, ou seja, um numero muito baixo de células
(<0,5x10° por mL de meio) parece dificultar a manutencéo da cultura. Estes hepatdcitos
possuem formato esférico no periodo inicial do cultivo, sendo que, apés o procedimento
de isolamento, dispde-se separadamente ao longo da area da garrafa (Figura 3 A e B).
Apos 2 dias em cultura, foi possivel observar que os hepatécitos sofreram mudancas
em sua morfologia, perdendo o formato esférico, agregando-se uns aos outros (Figura
3 C). No sétimo dia da cultura, observou-se que a maioria das células estavam unidas,
iniciando um processo de migragao, reorganizacao e producéo de matriz extracelular
(Figura 3 D). Ap6s 14 dias, a morfologia das células alterou-se significativamente,
ocorrendo reorganizacdo semelhante a um tecido, ja que as células espraiaram-se ao
longo da area da garrafa, unindo-se umas as outras. Em funcao disto, foi possivel
observar os nucleos com nucléolos evidentes, além do limite da membrana plasméatica
de cada célula. Células que nao haviam aderido até este momento, ainda
apresentavam formato esférico (Figura 3 E). N&o foi observada com clareza a presenca
de outras células como macrofagos e fibroblastos. No vigésimo primeiro dia em cultura,

muitas células haviam desaderido, entrando em processo de morte celular (Figura 3 F).
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Figura 3: Caracteristicas morfolégicas dos hepatdcitos de H. commersoni em cultura. A e B:
Tempo 0, logo apds o procedimento de dissociacdo e isolamento. C: apos trés dias em cultura.
D: ap0s sete dias em cultura. E: apés 14 dias em cultura. F: ap6s 21 dias em cultura. As células
inciaram um processo de reorganizacdo, unindo-se umas as outras (C e D, setas). Nucleo o
nucléolo tornaram-se visiveis apds 14 dias em cultura (E, seta). Células apresentando formato
esférico apos 21 dias em cultura (F, seta). Barra: 200 pm.
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5. DISCUSSAO
O desenvolvimento de ferramentas para estudos de biomonitoramento € cada

vez mais necessario devido aos poluentes que estdo presentes nos ecossistemas
aquaticos. Nesta perspectiva, o uso de culturas celulares tem se mostrado
interessante, ja que as células possuem um nivel de organizacdo e respostas cruciais
para o entendimento dos mecanismos de toxicidade (CASTANO et al. 2003). Células
em cultura tém sido utilizadas como modelos alternativos em estudos mecanisticos e
identificacéo de toxicidade em ecotoxicologia.

Células de peixes, particularmente, possuem muitas funcdes similiares aquelas
encontradas em células de mamiferos, além de apresentarem algumas vantagens em
relacdo ao seu uso. Dentre elas, podemos citar o fato de que podem ser cultivadas em
temperatura ambiente (20-28 °C) e podem ser expostas a diferentes poluentes com
diferentes graus de osmolaridade. Além disso, células provenientes de cultivo primario
mantém a maior parte de suas caracteristicas genéticas e bioquimicas originais, além
de grande atividade metabdlica. Estas caracteristicas fazem com que as células de
peixes fornecam uma série de possibilidades para testes de toxicidade in vitro (CHEN
et al., 2003).

Culturas primarias de células hepaticas de peixes como carpa e trutas ja foram
padronizadas e tém sido utilizadas ha muito tempo em estudos de toxicidade e outros
estudos com elevado grau de sucesso. Em nosso laboratério, ja estdo bem
estabelecidos os protocolos para o cultivo de hepatdcitos de Hoplias malabaricus, uma
espécie de peixe predadora nativa, que se mostrou excelente modelo in vivo e
recentemente in vitro (FILIPAK NETO et al., 2006 e 2008). Desta forma, metodologias
de isolamento e cultivo primario dessas células sdo necessarias com outros tipos de
peixes, para possibilitar ensaios que fornecam respostas relativas a espécie no que diz
respeito aos mecanismos de toxicidade de xenobioticos de interesse.

O primeiro passo necessario para a obtencdo de hepatdcitos isolados de H.
commersoni consistiu em realizar uma adaptacdo dos protocolos ja existentes para
outras espécies de peixes, sendo que o método considerado mais viavel foi semelhante
ao utilizado para a espécie H. malabaricus, envolvendo inicialmente digestdo do tecido

com enzimas especificas e separagcdo mecanica das células. Técnicas para cultura
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primaria de células de mamiferos tém sido adaptadas para espécies de peixes com
certo grau de sucesso por pesquisadores que utilizam a cultura primaria de hepatocitos
(BIRNBAUM et al. 1976; BRAUNBECK e SEGNER 2000; CAMPBELL et al. 1983; HA
YASHI e OOSHIRO 1985; FERRARIS et al. 2002; KLAUNIG 1984; MOON et al. 1965;
MOMMSEN et al. 1994; PESONEN e ANDERSSON 1991; SEGNER 1998; RIOL et al.
2001), sendo que o meétodo classico para cultura primaria destas células de peixe
envolve a perfusdo completa de todo o figado. Bimbaum et al. (1976) foram os
primeiros a adaptar as técnicas de perfusdo para obter células de figado de peixes
isoladas em suspensdo, e, desta forma, métodos para cultura primaria de hepatécitos
de peixes tornaram-se disponiveis a partir dos anos 80 (BLAIR et al. 1990; KLAUNING
et al. 1985). Desde entédo, esta ferramenta é cada vez mais empregada em estudos
toxicolégicos (BRAUNBECK e SEGNER 2000; MOMMSEN et al. 1994; MONOD et al.
1998; PESONEN e ANDERSSON 1991; SEGNER 1998).

O passo inicial das técnicas de perfusdo seguida de dissociacdo mecanica,
como foram originalmente desenvolvidas para o isolamento de hepatécitos de
mamiferos, consiste em remover o sangue do figado utilizando-se frequentemente
solucdes salinas. Em espécies como salmonideos, que possuem uma veia-porta bem
desenvolvida, a perfusdo normalmente é realizada através deste vaso. Para espécies
como carpas que nao possuem uma veia-porta diferenciada, o figado pode ser
canulado via artéria célica (BOUCHE et al.,, 1979; SEGNER et al., 1995; VOGT e
SEGNER, 1997) ou por perfusédo retrograda através do coracdo. Para trairas, FILIPAK
NETO et al. (2006) realizaram perfusdo através da veia porta, utilizando solugéo
contendo EDTA e tripsina. A adicdo de agentes quelantes como EDTA para remover o
calcio (e assim romper as conexdes celulares dependentes de célcio) podem também
melhorar o rendimento celular. Num segundo momento, normalmente uma enzima é
adicionada a solucéo de perfuséo para desagregar as células (SEGNER, 1998).

Embora alguns autores como Ferraris et al. (2002) defendam a idéia de que a
aplicagéo desta técnica melhora o rendimento celular obtido por grama de figado, com
alta viabilidade, para o peixe H. commersoni, a realizacdo da perfusdo nao foi possivel.

Isto devido a disposicdo e formato do figado desta espécie, que encontra-se aderido
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em meio aos intestinos do animal, impedindo a remocéo do 6rgao por inteiro. Desta
maneira, foi necessario estabelecer um protocolo que nédo levasse em conta a
perfusdo, mas que ainda assim, garantisse um bom rendimento e viabilidade dos
hepatdécitos. Assim, as células foram isoladas mecanicamente utilizando-se unicamente
solucéo salina (PBS) contendo EDTA. Devido a caracteristicas proprias da espécie,
nao foi necessaria a utilizacao de enzimas digestivas como tripsina ou pancreatina para
desagregar as células. Este fato foi vantajoso e provavelmente auxiliou na manutencao
da viabilidade celular, que permaneuceu alta (97%) ap6s o procedimento de
isolamento, mesmo com a dissociacdo mecanica. De acordo com MOMMSEN (1994), o
rendimento celular pds perfuséo varia de acordo com a espécie, peso, sexo e idade do
peixe doador, assim como o0 estado nutricional, que também pode influenciar
significativamente no rendimento celular.

Para a manutencdo dos hepatdcitos em cultura, é necessario garantir que estas
células consigam aderir ao substrato para que permanecam viaveis. Uma melhoria na
adesdo pode ser obtida tratando-se as garrafas de cultura com diferentes tipos de
substratos que fazem o papel de matriz extracelular (BLAIR et al., 1990;
HASCHEMEYER e MATHEWS, 1983; RABERGH, 1995) ou utilizando garrafas com
algum tipo de pré tratamento, o que facilita a adesédo. Para os hepatécitos de H.
commersoni, a aplicacdo de colageno tipo | foi necessaria visto que os hepatécitos nao
aderiram com facilidade em garrafas pré-tratadas comercialmente. De acordo com
SEGNER (1998), diferengas no comportamento de adesédo podem estar relacionadas a
caracteristicas da espécie, embora variacdes no protocolo de isolamento também
possam interferir, PESSONEN e ANDERSSON (1991), por exemplo, melhoraram a
adesdo de hepatdcitos de trutas apés aumentarem os niveis de calcio na solucdo de
perfusdo. Neste trabalho, o colageno desnaturado tipo | foi escolhido como substrato
por ter respondido de forma favoravel a adesédo dos hepatdcitos, pelo fato de ser barato
e de facil obtencdo, poder ser esterilizado em autoclave e ter sua composicao
conhecida.

Além da adeséo, observou-se que outro fator importante para a manutencéo da

cultura e sobrevivéncia dos hepatdcitos foi a densidade celular. Este aspecto foi crucial
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para o0s hepatécitos de H. commersoni, que aderiram com mais facilidade e
sobreviveram por mais tempo em culturas com densidades mais elevadas. Em culturas
com baixo numero de células, observou-se que a adesdo foi prejudicada. Estes
resultados sao corroborados por Filipak Neto et al. (2006), que demonstraram que 0S
hepatécitos de Hoplias malabaricus mantiveram-se em boas condicbes em culturas
com densidades t&do altas quanto 0,5x10° células por cm?, ocupando quase que todo o
espaco disponivel na superficie das garrafas. Nessas culturas, a maioria das células
permaneceu viavel por pelo menos sete dias.

Outra caracteristica importante para a manutencdo das culturas sdo as
interacOes realizadas entre as células presentes. As células obtidas do figado de
teledsteos contém uma certa variedade de tipos celulares, entretanto, os hepatoécitos
sdo as células dominantes, ocupando 80% do volume original do figado. As células nao
hepatociticas presentes incluem células do epitélio biliar, células sinusdides endoteliais
e melanomacréfagos. Embora o numero de células ndo hepatociticas seja baixo,
acredita-se que estas células participem de importantes processos toxicos e
neoplasicos (SEGNER, 1998). Contatos heterotipicos (entre hepatécitos e células
biliares) e homotipicos (entre hepatdcitos somente) possuem importante funcdo para a
manutencdo da cultura e funcdes especificas do figado (CLAYTON et al., 1995;
GOULET et al., 1988; GUGUEN-GUILLOUZO e GUILLOUZO, 1983). Segundo Filipak
Neto et al., (2006) a presenca destas células em cultura também contribui para a
sobrevivéncia dos hepatécitos.

As alterac6es morfolégicas dos hepatécitos de H. commersoni foram evidentes
ao longo dos dias em cultura. Apdés dois dias, as células perderam o formato esférico e
apresentaram padrdes semelhantes aqueles encontrados no tecido hepéatico. Segundo
Segner (1998), o estabelecimento de interacdes célula-célula in vitro € acompanhado
pelo desenvolvimento de diferenciagbes da membrana, da mesma forma que
apresentam nos hepatoécitos in vivo. A reconstituicio morfologica e funcional dos
canaliculos biliares representam um processo complexo que requer uma extensiva
redistribuicdo e novas insercdes de componentes de membrana. A0 mesmo tempo, isto

indica que as células em cultura foram capazes de se reestabelecer, adquirindo



28

caracteristicas semelhantes aquelas in vivo. O fato de as células reagregarem-se apos
o isolamento parece ser uma tendéncia comum nos hepatdcitos de peixes em cultura e
isto pode ser confirmado pela constatacdo de que os hepatécitos que ndo conseguem
aderir perdem varias propriedades funcionais e acabam morrendo.

A viabilidade dos hepatdcitos neste estudo foi considerada satisfatéria (70%) até
sete dias em cultura, o que permitiu a determinacdo de protocolos para ensaios com
xenobidticos. Estes aspectos devem ser levados em consideracdo, porque em culturas
de curto prazo, as células em monocamadas conservam a expressao de genes hepato-
especificos (SEGNER, 1998). Segundo o mesmo autor, hepatdcitos de peixes em
cultura mantém suas estruturas e funcdes por 5 a 8 dias. Apds este periodo, processos
degenerativos tém inicio, comprovados por mudancas na morfologia, fisiologia e
viabilidade celular. A regresséo funcional dos hepatdcitos normalmente esti associada
a uma progressiva desadesao do susbstrato da cultura. Neste trabalho, estas mesmas
caracteristicas foram observadas, pois a maioria dos hepatécitos desaderiu das
garrafas e a viabilidade diminui em torno de 50% apds 14 dias em cultura.

Devido ao fato dos hepatdcitos terem permanecido pelo tempo minimo de sete
dias em cultura, foi necessario trocar o meio de cultivo pelo menos uma vez durante
este periodo para garantir a sobrevivéncia destas células. Segundo SCHREER et al.,
(2005), o meio Dulbecco’s modification of eagle’s medium (DEMEM) é um dos meios
de cultivo mais utilizados para culturas em geral e o meio 199 (M199) é classicamente
utilizado para hepatdcitos de peixes. L-15 € um meio especial para ser utilizado na
auséncia de CO, para balancear o pH em estufas convencionais. Neste trabalho,
optou-se por utilizar o meio RPMI, que ja havia demonstrado eficacia nas culturas de
hepatdcitos de H. malabaricus, acrescido de tampéo bicarbonato e HEPES para manter
o pH estavel, ja que os hepatdcitos foram cultivados em estufa sem gas carbonico.

Apoés as condi¢bes de isolamento e cultivo dos hepatdcitos de H. commersoni
terem sido conhecidas, foi possivel estabelecer um desenho experimental para
investigar os efeitos toxicos do DDT e metilmercario nestas células, realizando um
estudo comparativo com as respostas dos hepatdcitos de traira, expostos ao mesmos

xenobiodticos. Para isto, trés dias foram empregados para recuperacdo do procedimento
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de isolamento e quatro dias para exposicdo aos xenobidticos e estes dados estédo

presentes no Capitulo II.
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6. CONCLUSOES

A dissociacdo mecéanica ndo enzimatica foi eficaz para o isolamento das células,

mantendo a viabilidade dos hepatocitos de H. commersoni para iniciar a cultura.

Os hepatécitos de H. commersoni podem ser empregados em estudos com

xenobidticos pois sdo células estaveis e mantém boa viabilidade em cultura.

Dois dias constituem um periodo suficiente para que os hepatécitos se recuperem do
procedimento de isolamento e possam aderir a superficie do frasco antes de serem

utilizados em estudos do citotoxicidade.
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CAPITULO Il

APLICACAO DA METODOLOGIA ESTABELECIDA IN VITRO PARA
AVALIAR OS EFEITOS CITOTOXICOS DO DDT e METILMERCURIO
NOS HEPATOCITOS DE Hypostomus commersoni

Publicacéo relacionada ao presente capitulo:

D. BUSSOLARO, F. FILIPAK NETO, C. A. OLIVEIRA RIBEIRO. Responses of
hepatocytes to DDT and methyl mercury exposure. Toxicology in Vitro, n. 24, 1491—
1497, 2010.
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RESUMO

O principal objetivo do presente capitulo foi investigar os efeitos do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e do monometil mercurio (MeHg) em cultura primaria
de hepatoécitos de Hypostomus commersoni. Com o intuito de verificar os impactos do
DDT e MeHg no ambiente redox, as células foram expostas durante quatro dias a 50
nM de DDT, 0,25 ou 2,5 uM de MeHg e a uma combinagéo de 50 nM de DDT e 0,25
MM de MeHg. Estas concentracdes sdo consideradas realisticas, uma vez que ja foram
encontradas em mausculo e figado de peixes da regido Amazbnica e outras areas
impactadas e comparadas com concentracfes ja publicadas por Filipak Neto et al.
(2008) para o peixe predador Hoplias malabaricus (traira). Os efeitos foram mais
significativos na concentracdo da glutationa reduzida e atividade da glutationa-S-
transferase que diminuiram em trés e dois dos grupos tratados, respectivamente. O
mesmo ocorreu com a atividade da enzima d-aminolevulinato desidratase, que diminuiu
nos grupos de células expostas a 0,25 pM de MeHg e nos grupos expostos a
combinacdo de MeHg e DDT. Os niveis de peroxidacao lipidica foram diferentes em
comparacao ao controle somente no grupo de células expostas ao do DDT e MeHg em
combinacdo. A atividade da enzima catalase aumentou no grupo exposto a 2,5 uM de
MeHg sendo que os niveis de peroxido de hidrogénio diminuiram em todos os grupos
expostos. Os niveis do anion superoxido diminuiram nos grupos expostos a 2,5 uM de
MeHg e na combinacdo de DDT e MeHg. A viabilidade celular diminuiu somente nos
grupos expostos ao DDT. Apesar de o MeHg e DDT terem interferido no balango da
glutationa reduzida, os resultados demonstraram que os mecanismos de defesa
antioxidante s&do mais eficientes nos hepatdcitos de H. commersoni em relacao as
mesmas células de H. malabaricus, onde os niveis de peroxidacéo lipidica e peroxido
de hidrogénio aumentaram e a viabilidade celular diminuiu. Estes resultados
corroboram a resisténcia e ocorréncia da espécie H. commersoni em ambientes
poluidos e suportam a hipdtese de que os hepatdcitos desta espécie sdo mais
resistentes a exposicao ao DDT e MeHg do que os hepatdcitos do peixe predador H.
malabaricus.

Palavras-chave: hepatocitos, DDT, MeHg, estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO
Os organismos aquaticos podem ser expostos aos pesticidas organoclorados e

aos metais jA que estes compostos atingem o0s ambientes aquaticos com grande
facilidade. O organoclorado diclorodifeniltricloroetano (DDT) e o mercuario (Hg), um
metal ndo essencial, sdo considerados contaminantes ambientais de escala global. O
DDT é derivado exclusivamente de atividades antropicas (MAGOS et al., 1998), como a
agricultura, enquanto atividades humanas e fontes naturais contribuem para a
contaminacdo ambiental causada pelo mercurio. Apesar dos niveis de mercurio e DDT
serem comumente relacionados a espécies de peixes predadoras (MOREL et al., 1998;
TORRES et al., 2002), peixes de diferentes niveis troficos também bioacumulam estes
contaminantes (FORD e HILL, 1991; SAPOZHNIKOVA et al., 2004), que podem afetar
a reproducéo, fisiologia, comportamento e sobrevivéncia destes organismos.

Algas e bactérias possuem a capacidade de metilar o Hg disponivel em
ambientes aquaticos, transformando-o em metilmercurio (MeHg), que é um
contaminante ambiental muito perigoso, e por isso, sdo bem conhecidos o0s riscos que
este poluente oferece a saude humana (SHANKER, 2005). O MeHg causa danos
irreparaveis ao sistema nervoso central, sendo que Vvarios problemas cerebrais
relacionados ao composto ja foram reportados (DARE et al., 2001). Peixes
provenientes de areas contaminadas por MeHg sao a principal fonte de exposicédo da
populacdo humana a este contaminante, que possui a capacidade de causar
bioacumulacao e biomagnificacdo na cadeia trofica aquéatica (MOREL et al., 1998).

Em niveis celulares, Shafer et al. (2002) observaram que a exposicdo
prolongada ao metilmercirio em baixas concentracdes reduz os niveis de jons Na* e
Ca' em canais de membranas de células em cultura. Parran et al. (2003) descobriram
gue o metilmercurio inibe atividades importantes de receptores transmembrana além de
prejudicar o funcionamento de fatores de crescimento de algumas células nervosas.
Alguns dos possiveis alvos moleculares do MeHg tém sido demonstrados por Castoldi
et al., (2001) e incluem moléculas do citoesqueleto, produg¢do de neurotransmissores,
sinalizacdo celular, proteinas, DNA, sintese de RNA e o sistema de respiragao celular.
fons de mercario tém alta afinidade por biomoléculas que contém grupos tiol, tais como

a glutationa, N-acetilcisteina (NAC), metalotioneinas (MT) e albumina. Assim, em
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sistemas bioldgicos, o mercurio esta sempre ligado a um ou mais destes compostos
(BRIDGES e ZALUPS, 2005).

O estresse oxidativo tem sido associado a uma ampla variedade de condi¢bes
patologicas, e sabe-se que sua inducdo ocorre facilmente através da presenca de
metais téxicos (ALMAZAN et al., 2000; BUSH, 2000). Estudos in vivo e in vitro
utilizando culturas de células nervosas expostas ao MeHg, tém demonstrado aumentos
significativos na formacédo de espécies reativas (GASSO et al.,, 2001; PARK et al.,
1996; SHANKER et al., 2004). Em células hepéticas de peixes, 0 aumento dos niveis
de espécies reativas de oxigénio, em decorréncia do estresse oxidativo, causa danos
através da oxidacdo de lipidios, proteinas, acucares, DNA e RNA (DEMPLE e LEVIN,
1991; LITTAUER e DE GROOT, 1992; CARACENI et al., 1997; ZULUETA et al., 1997;
ZAR et al., 1998).

O DDT é considerado uma das substancias sintéticas mais utilizadas e
estudadas no século XX (D’AMATO et al., 2002). A América do Sul é o continente onde
o DDT foi mais utilizado, além de toxafeno e lindano (CONNELL et al. 1999). As
propriedades fisico-quimicas e biolégicas do DDT e seus metabdlitos, e demais
organoclorados, fazem com que estes compostos sejam rapidamente absorvidos pelos
organismos. As taxas de acumulacdo variam entre as espécies de acordo com a
concentracao, condicbes ambientais e o tempo de exposicdo (D’AMATO et al., 2002).

A utilizacéo do DDT foi banida em 1970 em muitos paises, baseando-se em sua
toxicidade para os organismos vivos. Entretanto, este pesticida ainda € comumente
utilizado em programas para controle de vetores de doencas como a maléria, febre-
amarela e dengue em varios paises em desenvolvimento (NUNEZ et al., 2002). No
Brasil, o DDT foi banido para usos na agricultura em 1985, no entando, seu uso ainda é
permitido de forma restrita para o controle do vetor da malaria.

Uma vez internalizado pelo organismo, o DDT pode ser metabolizado em
diclorodifenildicloroetileno (DDE) e diclorodifenildicloroetano (DDD). Segundo SIJM e
OPPERHUIZEN (1989), esta biotransformacéo também contribui para a acumulacao de
organoclorados em organismos aquaticos, como é o caso do metabdlito DDE, que tem

sido encontrado em muitas espécies de peixes (VAN DER OOST, 2003).
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Sedimentos e bivalves foram utilizados para monitorar os niveis de DDT, DDE e
DDD ao longo da costa do estado de Sao Paulo (TAVARES et al., 1999) e de acordo
com os autores, os altos niveis de DDT encontrados sdo indicativos de sua ampla
utilizac&o nas ultimas décadas. Apesar da investigacdo em ovos de aves (VIEIRA et al.,
2001), plasma de mulheres gravidas (SARCINELLI et al., 2003), e leite humano
(PAUMGARTTEN et al., 2000), todos conduzidos no Rio de Janeiro, poucos trabalhos
foram desenvolvidos no Brasil a respeito da bioacumulacédo do DDT e seus metabdlitos
em peixes.

O DDT é considerado um organoclorado persistente, com alta solubilidade em
lipidios e longa vida no ambiente. Com a proibicdo e controle no uso do DDT apos o0s
anos 70, a concentracdo deste pesticida em animais aquaticos teve uma diminuicdo
significativa, mas, pode ainda ser encontrado em muitos compartimentos ambientais,
como ar, sedimentos, peixes e mamiferos, ainda apresentando, desta forma, riscos a
saude humana (HITES et al., 2004).

A internalizacdo do DDT pode ser influenciada pelas suas propriedades fisico-
guimicas que propiciam sua deposicdo em tecidos ricos em gorduras. Este pesticida
pode difundir-se pelas células através de diferenca de gradiente de concentracao apos
associar-se a uma gama de moléculas lipidicas na membrana externa. Em peixes, a
agua é processada pelas branquias e o DDT é seletivamente difundido para o tecido
adiposo, enquanto a principal rota de entrada para pequenos organismos como
fitoplancton e zooplancton ndo depende somente da sua superficie respiratoria, mas
também da sua composicéo lipidica. Isto indica que o DDT possui um baixo potencial
de eliminacdo e é bastante resistente aos mecanismos de defesa em peixes
comparado a outros compostos toxicos (WANG e WANG, 2005).

O DDT é capaz de induzir apoptose em diferentes espécies, porém, o
mecanismo desta indugdo em células expostas a este inseticida ndo estd bem
compreendido (PEREZ-MALDONADO et al. 2005). O DDT também é responsavel pelo
aumento do estresse oxidativo em diferentes tipos celulares, contribuindo para os
mecanismos apoptoéticos destas células (CHIARAMONTE et al. 2001; CARNEVALI et

al., 2003). O estudo do estresse oxidativo como um possivel mecanismo de toxicidade



36

de varios pesticidas tornou-se foco de pesquisas toxicolégicas desde que este
processo biolégico passou a ser associado a algumas patologias humanas como
cancer, imunossupressdo e doencas neurodegenerativas (BANERJEE et al. 2001;
KONER et al. 1998; MAYNE, 2003; PONG, 2003).

De acordo com van der OOST et al. (2003), o estresse oxidativo pode ser
utilizado como um importante biomarcador em peixes, em decorrencia da exposi¢cao a
poluentes ambientais. Mesmo com o grande namero de espécies de peixes existentes
no Brasil, poucos estudos foram realizados para avaliar os mecanismos de toxicidade
celular do MeHg e DDT em espécies nativas, apesar da ocorréncia destes
contaminantes em tecidos de muitas espécies de peixes ja ter sido reportada (TORRES
et al., 2002; DOREA et al., 2006; MIRANDA et al., 2008). Diante do exposto, o principal
objetivo deste capitulo foi investigar os efeitos téxicos do DDT e MeHg em culturas
primarias dos hepatocitos de H. commersoni devido ao importante papel destas células
na biotransformacdo e bioacumulacdo de poluentes, fornecendo assim, um
interessante modelo para avaliar aspectos do metabolismo hepatico, incluindo as
respostas bioquimicas e celulares envolvidas na ativacdo de quimicos téxicos e
poluentes ambientais (MOON et al., 1985; BAKSI e FRASIER, 1990; BLAAUBOER et
al.,, 1994; ROGIERS et al., 1995; GUILLOUZO, 1997; KELLY et al., 1998; FILIPAK
NETO et al., 2008). Outro aspecto desenvolvido nesta etapa do trabalho, foi um estudo
similar aquele ja realizado com Hoplias malabaricus, no intuito de comparar as

respostas celulares de cada espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do DDT e MeHg em cultura primaria de hepatocitos de

Hypostomus commersoni.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Medir a viabilidade celular dos hepatécitos apds exposi¢cao ao DDT e MeHg;

Analisar os efeitos do DDT e MeHg na atividade das enzimas catalase, glutationa S-

transferases e 6-aminolevulinato desidratase ap6s exposi¢do dos hepatdcitos;

Avaliar os niveis de peroxidacéo lipidica, producao de peroxido de hidrogénio e anion
superoéxido e a concentracdo de glutationa reduzida apds exposicédo dos hepatdcitos ao
DDT e MeHg;

Comparar os resultados obtidos com hepatocitos de outra espécie de teledsteo,
Hoplias malabaricus, conhecidamente menos resistente ao impacto ambiental que a

espécie em questao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo celular para exposi¢céo aos xenobidticos

Apds os hepatdcitos terem sido isolados conforme protocolo descrito no Capitulo
I, as células foram semeadas em garrafas de cultura Corning®, pré-tratadas com
colageno tipo | desnaturado a 1,5%, numa densidade de 0,5x10° células por mililitro de
meio de cultivo 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
fetal bovino (5% v.v%). As garrafas de cultivo contendo as células foram mantidas a 22-
24°C e pCO, atmosférica (em estufa convencional).

3.2. Desenho experimental

Primeiramente as células foram cultivadas por trés dias para que houvesse
recuperacéo do procedimento de isolamento, adesao e reagregacao. 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 populacéo de
hepatécitos de dois peixes, cinco grupos experimentais foram estabelecidos: grupo
controle (sem exposicdo aos xenobibticos), DDT (células expostas a 50 nM (~17,7
ng.ml") de p,p-DDT), MeHg | (células expostas a 0,25 uM (~53,9 ng.ml?) de
monometilmercario), MeHg Il (células expostas a 2,5 pM (~539 ng.ml?) de
monometilmercurio) e DDT*MeHg | (células expostas a mistura de p,p-DDT a 50 nM e
monometilmercurio a 0,25 uM). As células foram cultivadas com (grupos expostos) e
sem (grupo controle) os xenobidticos 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. Apés os quatro dias de
exposicao, as células foram removidas com o emprego de cellscraper para os ensaios
bioguimicos e por tripsinizacdo (EDTA a 0,02%, tripsina a 0,05% em PBS a
temperatura ambiente) para os ensaios de viabilidade celular e de deteccao de EROs.
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3.3. Viabilidade Celular

ApGs tripsinizacdo, as células foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em PBS
gelado. Em seguida, iodeto de propidio foi adicionado a 500 ul de suspensao celular
(aproximadamente 1x10° céls.ml™; concentracéo final do Pl de 10 pg.ml™Y). Apés 1-2
min de incubacéo, foi realizada a aquisicdo de dados através do citdmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences) ja calibrado com populacdo de células sem marcacao.

Em cada analise, 2x10* eventos por réplica foram considerados.

3.4. Ensaios bioquimicos

3.4.1. Concentracéo de Glutationa Reduzida (GSH)
As amostras foram descongeladas em gelo e submetidas ao ultrassom (seis

ciclos de 4 s cada). Entdo, separou-se uma aliquota de 150 pl para posterior
quantificacdo de proteinas. Para cada 250 pl de amostra, foram adicionados 50 pl de
acido tricloroacético (TCA) a 48% para precipitacdo 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 yl de tampéo Tris-base (400 mM, pH 8,9) a uma
microplaca. Como branco, foi utilizado 230 pl do tampé&o Tris-base a 400 mM mais 50
pl de TCA a 8% em PBS. Por dltimo, 20 uyl de DTNB (acido 5,5-ditio-bis-2-
nitrobenzdico) a 2,5 mM (em metanol a 25%, tamp&o 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 determinacéo do conteudo de
GSH foi realizada através de comparacédo com curva-padrdo de GSH (0, 1, 2, 4, 8, 16,
24 e 32 nM GSH).

3.4.2. Atividade da Catalase (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

apo6s serem adicionados a uma cubeta de quartzo e misturados por inversao, 980 ul de
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meio de reacdo (peroxido de hidrogénio a aproximadamente 20 mM, Tris-base a 50
mM, EDTA dissddico a 0,25 mM, pH 8, 25°C) e 20 pl do sobrenadante da amostra. O
decréscimo gradual na absorbancia, devido a degradacdo do peroxido de hidrogénio
(AEBI, 1984), foi monitorado e registrado num intervalo total de 1 min e 10 s. A partir
dos valores de absorbancia escolheu-se, através de regressao linear, o primeiro

intervalo de 30 s com r? = 0,99 para o célculo do A absorbancia por minuto.

3.4.3. Atividade Global das Isoformas de GST
A atividade global das Glutationa S-transferases (GST) foi monitorada através do

aumento de absorbancia (AL = 340 nm) resultante da formacdo de um tioéter pelos
substratos GSH (molécula endobidtica) e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB, substrato
sintético utilizado para determinar a atividade da maioria 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 pl do sobrenadante da amostra foi adicionado a uma microplaca
e, imediatamente antes das leituras, 100 yl do meio de reagéo (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; KEEN et al., 1976). O aumento gradual na absorbancia
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.

3.4.4. Atividade da &-aminolevulinato desidratase (6-ALAd)
O ensaio utilizado para medir a atividade da 6-ALAd quantifica o produto

formado pela enzima a partir de 2 moléculas de g&-aminolevulinato (3-ALA), o
porfobilinogénio (PBG), que produz a cor vermelho-rosea apos reagir com a solugao de
Ehrlich (SASSA, 1982; ALVES COSTA, 2001; ALVES COSTA et al.,, 2007). Para
determinar a atividade da 8-ALAd, 50 ul de volume das amostras (submetidas a ultra-
som, mas nao centrifugadas) foi adicionado em tubos e 550 ul de tampéao fosfato de

sodio a 100 mM contendo &-aminolevulinatohidrocloreto (ALA-HCI) a 4 mM, Triton X-
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100 a 0,5% foram adicionados a cada tubo. O conteudo dos tubos foi misturado em
vortex e incubado a 25°C por 1 h. A reacao foi interrompida pela adigcdo de 400 ul de
solucao contendo &cido tricloroacético a 4% e cloreto de mercurio (HgCl2) a 99,45 mM,
seguido por banho em gelo. Com relagdo aos brancos, a reacao foi interrompida antes
da incubacédo 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-aminobenzaldeido a 18,18 mg.ml™,
HgCl, a 3,18 mg.ml™, &cido acético glacial a 76,36% e Aacido perclérico a 18,18%)
foram adicionados a uma microplaca. Ap6s 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 uM) foi realizada. O conteudo protéico foi determinado em
aliquotas mantidas em separado e a atividade enziméatica calculada por comparacéo a

curva padréao de PBG.

3.4.5. Peroxidacéao lipidica (LPO)
A producdo de hidroperéxidos 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 &cidas e posterior formagado do
complexo Fe™ - laranja de xilenol (fonte de absorcdo 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, apés 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, H2SO4 a 25 mM, BHT (hidroxitolueno butilado) a 4 mM, FeSO4.NHa (sulfato
ferroso amoniacal) a 250 uyM (acrescentados na sequUéncia descrita em metanol a
90%)] foram adicionados em microplaca. Ap6és 30 min de reagdo a temperatura
ambiente em microplacas tampadas, para reduzir a evaporagao do metanol, procedeu-
se a medida de absorbancia (A = 570 nm; faixa de leitura = 550-570 nm). Em paralelo
as amostras, 30 pl 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
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momento oportuno uma curva-padrao com peréoxido de hidrogénio (0, 1, 2, 5, 10, 20, 40
MM) para averiguar se a forma de calculo adotada estava verossimilhantemente
determinando a concentracdo de hidroperoxidos. Como o resultado dessa curva-
padrdo ndo serd posteriormente relatado, é valido citar que a equacdo da reta
encontrada para o peréxido de hidrogénio (y=0,0042x, r> > 0,99), quando empregada
no céalculo da concentracdo de hidroperoxidos, resulta em valores semelhantes aos
obtidos quando o coeficiente de extincdo molar proposto por JIANG e colaboradores
(1991), 4,3 x 104 M*.cm™, é empregado. Empregou-se entdo, no presente estudo, 0
coeficiente de extingdo citado, pois ele foi calculado pelos autores para outros

hidroperoxidos, além do peroxido de hidrogénio.

3.4.6 Quantificacao de proteinas totais
Com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios

bioguimicos, foi necessaria a quantificacdo de proteinas totais nas amostras. Durante
0S ensaios reservaram-se 100 pl das amostras para quantificagdo de proteinas. Em
microplaca, adicionou-se 10 ul do sobrenadante das amostras (6-10 réplicas) seguidos
de 250 pl do reativo de Bradford (“Coomassie brilliant blue” BG-250) e procederam-se
as leituras de absorbéancia (A = 620 nm; faixa de leitura = 595-620 nm). Como branco
utilizou-se PBS. A concentracdo de proteinas foi determinada a partir da comparacéao

dos valores de absorbancia.

3.6. 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 subseqientemente
oxidada via reacao catalisada por H,O,/ peroxidase/ Fe?*/ citocromo ¢ e, possivelmente
diretamente por outras EROs, originando 27 - diclorofluresceina (DCF) fluorescente
(HAUGLAND, 1996; BENOV et al., 1998; ROYALL e ISCHIROPOULQOS,1993). Trinta

minutos antes de terminar o periodo de exposicdo aos xenobidticos (isto €, 95,5 h apos
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inicio da exposicao), H,DCFDA a 10 mM e DHE a 5 mM (ambos preparados em
DMSO) foram adicionados ao meio de cultura (relacdo de 1:1000) para se detectar,
respectivamente, a producdo de H,O, e O,". Apds 30 min de incubacédo 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 excitagéo
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 aquisicéo foi analisado através do software Cell Quest® (Becton
Dickinson) ap0s calibragdo dos detectores do citbmetro de fluxo com células sem
marcacao e ceélulas marcadas com apenas um corante, etidio ou DCF96. 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.

3.7. Tratamento estatistico dos dados

Para todos os ensaios bioquimicos, viabilidade celular e producdo de EROs,
guatro analises estatisticas foram realizadas. Os testes de varianca ANOVA de uma via
e Tukey-Kramer de multiplas comparac6es foram utilizados para comparar 0s grupos
controle, DDT, MeHg | e MeHg Il, e para comparar os grupos DDT, MeHg | e
DDT*MeHg I. A primeira analise foi utilizada para indicar se houve efeito devido a
exposicdo aos xenobidticos (DDT e ambas as concentracbes de MeHg), enquanto a
segunda analise indicou se a combinac¢éo dos dois xenobidticos, ao invés de cada um
isoladamente, foi responsavel pelo efeito no grupo DDT*MeHg I. O teste T néo
paramétrico foi empregado para comparar 0s grupos controle e DDT*MeHg |; e para
comparar os grupos MeHg Il e DDT*MeHg |. Este teste possibilitou analisar se a
combinacdo de DDT e MeHg | foi responsavel pelas alteracbes em relacédo ao grupo
controle, enquanto a Ultima andlise foi somente realizada se (1) houve efeito resultante
da combinacao de DDT e MeHg | e (2) se MeHg Il foi diferente do controle, indicando
se a magnitude dos efeitos de MeHg Il e DDT*MeHg | era similar ou ndo. DDT e MeHg

foram testados em trés experimentos independentes (provenientes de diferentes
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culturas celulares) para os ensaios bioquimicos e dois experimentos independentes
para a producdo de EROs e viabilidade celular. Os hepatdcitos foram cultivados em
garrafas para os ensaios, sendo duas garrafas para cada grupo experimental, para
cada experimento independente. Em cada garrafa, populacdes de células obtidas
representavam uma réplica. Assim, cada réplica significa uma leitura diferente no
espectrofotobmetro ou no citdbmetro de fluxo. Este niumero de réplicas foi utilizado para
fornecer uma andlise estatistica segura, no entanto, 0 numero de réplicas nao foi o
mesmo devido a caracteristicas proprias de cada ensaio, tais como variabilidade,
complexidade, tempo e custo de alguns reagentes. Deste modo, o numero de réplicas
por ensaio foi: 8 para a deteccdo de EROs (2 experimentos x 4 réplicas por
experimento); 20 para viabilidade celular (2 experimentos x 10 réplicas); 34 para GSH
(3 experimentos x 11-12 réplicas); 42 para LPO (3 experimentos x 14 réplicas). Para
atividade enzimatica, foram 36 réplicas para CAT (3 experimentos x 12 réplicas); 39
para GST (3 experimentos x 13 réplicas) e 36 para ©-ALAd (3 experimentos x 12

réplicas).
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4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade Celular

Com o intuito de analisar a toxicidade do DDT e MeHg, a viabilidade celular foi
investigada. Os resultados demonstraram que somente o DDT foi responséavel por
causar um efeito toxico, contribuindo para a morte celular. A viabilidade celular diminuiu
16% no grupo DDT, permanecendo similar entre os demais grupos em relacdo ao

controle (Figura 4).
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Figura 4: Viabilidade celular em nimero de células viaveis a cada 100 células. Média * erro
padrao da média. ***p<0,001 (asteriscos em comparacdo com O grupo controle). Letras
diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.
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4.2. Concentragao de glutationa reduzida

A GSH foi medida para verificar a interferéncia do DDT e MeHg na concentracao
desta importante molécula antioxidante. O conteddo de GSH permaneceu similar no
grupo MeHg | em comparacdo ao grupo controle, mas diminuiu no grupo DDT (49%),
MeHg Il (63%) e DDT*MeHg | (61%). Neste altimo grupo, a presenca do DDT parece

ter sido o fator que mais interferiu na reducdo da concentracdo de GSH (Figura 5).
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Figura 5: Concentragdo em micromoles de GSH por miligrama de proteinas totais. Média +
erro padrao da média. **p<0,01, ***p<0,001 (asteriscos em comparagcdo com o grupo controle).
Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.

4.3. Peroxidacdo lipidica

Em relacdo a peroxidacao dos lipidios, ndo houve diferencas significativas nas
células expostas ao DDT e MeHg em comparacdo ao grupo controle. Apesar disto, um
aumento de 25% nos niveis de peroxidacéo lipidica foi detectado nas células do grupo
DDT*MeHg | em comparacdo ao grupo MeHg I. Este fato é indicativo de que a
combinacdo do DDT e MeHg foi significativamente mais tdxica para os lipidios do que o

MeHg a 0,25 uM isoladamente (Figura 6).
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Figura 6: Concentracdo em micromoles de hidroperdxidos por miligrama de proteinas totais.
Média + erro padrdo da média. *p<0,05 (asteriscos em comparacdo com 0 grupo controle).
Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.

4.4. Atividade da Catalase

Para verificar a resposta de defesa celular diante da geracdo de H,0,, a
atividade da enzima antioxidante catalase, também responsavel pela degradacdo do
peréxido de hidrogénio, foi mensurada. Um aumento na atividade desta enzima foi
observado nas células expostas ao MeHg Il (33%), sendo que 0 mesmo nao ocorreu
nos demais grupos, nos quais a atividade da enzima permaneceu similar ao grupo

controle (Figura 7).
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Figura 7: Atividade em milimoles de peréxido de hidrogénio degradado por minuto por
miligrama de proteinas totais. Média + erro padrdo da média. *p<0,05 (asteriscos em
comparagdo com o grupo controle). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.

4.5. Atividade da GST

A GST é uma enzima responsavel pela conjugacdo de metabdlitos com a GSH,
facilitando a excrecdo dos mesmos. Também exerce papel antioxidante pela
degradacdo de peréxidos lipidicos ou biotransformacdo de compostos endobiéticos.
Pela sua importancia, sua atividade foi investigada e apresentou diminuigcdo nos grupos
DDT (35%), MeHg | (25%) e DDT*MeHgl (50%) em relagdo ao grupo controle. O grupo

MeHg Il ndo apresentou diferencas significativas (Figura 8).
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Atividade da glutationa-S-transferase (GST)
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Figura 8: Atividade em micromoles do tioéter GSH-CDNB formado por minuto por miligrama de
proteinas totais. Média + erro padrdo da média. **p<0,01, ***p<0,001 (asteriscos em
comparagdo com o grupo controle). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.

4.6. Atividade da 8-ALAd

A atividade da enzima &-ALAd diminuiu aproximadamente 33% e 50% nos
grupos MeHg | e DDT*MeHg |, respectivamente. Esta enzima é essencial para a
sintese do grupo prostético heme e tem papel antioxidante diminuindo os niveis de
acido aminolevulinico, que pode causar a producao de espécies reativas no interior das
células (Figura 9).
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Figura 9: Atividade em micromoles de porfobilinogénio (PBG) formado por hora por miligrama
de proteinas totais. Média *+ erro padrdo da média. *p<0,05, ***p<0,001 (asteriscos em
comparagdo com o grupo controle). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.

4.7. Producéo de EROs

A concentracao intracelular de peroxido de hidrogénio e anion superoxido foi
mensurada para investigar a producdo de EROs. Os niveis de H,0, diminuiram em
todos os grupos, especialmente no grupo DDT*MeHg |. Para o O,", a diminuicao foi
verificada nos grupos MeHg Il e DDT*MeHg |. A partir da observacdo destes
resultados, é possivel afirmar que as concentracées de DDT e MeHg utilizadas neste
estudo néo interferiram com o balanco redox de forma suficiente para causar algum
desequilibrio na célula. Ou ainda, o mais provavel € que os efeitos dos xenobioticos

tenham sido balanceados pelos mecanismos antioxidantes das células (Figuras 10 e
11).
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Figura 10: Produgdo de peréxido de hidrogénio em unidade relativas de intensidade de
fluorescéncia. Média + erro padrdo da média. ***p<0,001 (asteriscos em comparagcdo com 0
grupo controle). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.
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Figura 11: Producdo de anion superoxido em unidades relativas de intensidade de
fluorescéncia. Média + erro padrdo da média. *p<0,05, ***p<0,001 (asteriscos em comparagao

com o grupo controle). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos.
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5. DISCUSSAO

Ao longo da evolucéo, as células desenvolveram um conjunto de mecanismos
de defesa antioxidante para prevenir o aumento nas taxas de espécies reativas,
limitando seus efeitos deletérios em macromoléculas celulares. Estes mecanismos
incluem enzimas para inativar peroxidos, proteinas para sequestrar metais de transicao
e uma variedade de compostos para eliminar os radicais livres. As espécies reativas
gue sdo geradas no interior das células podem oxidar moléculas biolégicas causando
morte celular e danos aos tecidos (ZWART et al., 1999). Muitos contaminantes
ambientais e seus metabdlitos sdo responsaveis por efeitos téxicos devido ao estresse
oxidativo causado por diferentes mecanismos, incluindo deplecdo de moléculas
antioxidantes como a GSH e por prejudicar as fungcbes das enzimas antioxidantes
como a CAT e a GST (ABDOLLAHI, 2004; BANERJEE et al., 2001). Organismos que
possuem diferentes histérias evolutivas podem apresentar diferentes graus de
sensibilidade ao estresse induzido por contaminantes e por isso o0 efeito toxico destes
compostos quimicos deve ser avaliado em diferentes espécies de peixes para um
melhor entendimento dos mecanismos de defesa. Assim sendo, os dados discutidos a
seguir comparam as respostas dos hepatocitos de H. commersoni e H. malabaricus -
espécies de peixes que ocupam posicoes diferentes nas cadeias troficas e niveis de
associacao a sedimentos nos ecossistemas aquaticos. Como o figado é um 6rgéo-alvo
para a maioria dos compostos toxicos, suas células estdo entre as mais afetadas pelo
DDT e MeHg mesmo em exposi¢cdes naturais.

Apos a exposicdo dos hepatécitos ao DDT e MeHg, foi possivel observar que
estes poluentes, que desrregularam o balangco redox intracelular causando morte
celular e estresse oxidativo nos hepatdcitos de Hoplias malabaricus (FILIPAK NETO et
al., 2008), néo prejudicaram o metabolismo celular dos hepatécitos de H. commersoni
com a mesma intensidade. As evidéncias que corroboram esta afirmacdo séo as
diferentes alteracGes observadas nos biomarcadores analisados e, deste modo, pode-
se afirmar que os hepatécitos de H. commersoni, podem ser de alguma forma mais
resistentes a exposicdo ao DDT e MeHg do que os hepatdécitos do peixe predador H.

malabaricus. De fato, em varias areas impactadas onde outras espécies de peixes sao
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raras ou ausentes devido a contaminacdo (MIRANDA, et al., comunicacao pessoal), a
espécie H. commersoni esta presente em grande numero, indicando maior resisténcia
a presenca de contaminantes em relacdo a outras espécies. Esta maior resisténcia
pode ser confirmada neste estudo in vitro com os hepatdcitos expostos ao MeHg e
DDT.

De acordo com Abdollahi et al. (2004) e Franco et al. (2009), o estresse
oxidativo pode ser definido como um desbalanco entre a producéo de radicais livres e a
capacidade das defesas antioxidantes da célula em neutralizi-los. Os radicais livres
podem ser definidos como atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados e estdo normalmente envolvidos com a peroxidacdo das membranas
lipidicas das células. Espécies reativas de oxigénio incluem os radicais livres derivados
do oxigénio, como o radical anion superéxido e o radical hidroxil, além do peréxido de
hidrogénio, sendo que a producdo de espécies reativas do oxigénio é o resultado de
um ambiente aerébico (FRANCO et al., 2009). E importante considerar que o balanco
entre a producao de radicais livres e as defesas antioxidantes tém implicacdes diretas
na saude e equilibrio do organismo: Se ha grande quantidade de radicais livres ou
pouca protecao antioxidante, uma condi¢cédo de estresse oxidativo pode desenvolver-se,
0 que pode causar danos cronicos e permanentes (HARMAN, 1999).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel afirmar que o estresse oxidativo nao
ocorreu nos hepatécitos de H. commersoni baseando-se na viabilidade celular,
atividade da catalase, producdo de EROs e peroxidacéo lipidica. Por outro lado, a
diminuicdo da atividade da GST e concentracdo de GSH, indicaram uma notavel
sensibilidade a exposicdo ao DDT nos grupos DDT e DDT*MeHg |.

A conjugacao de compostos eletrofilicos (ou metabdlitos de fase I) com a GSH é
catalizada pelas glutationa-S-transferases, uma superfamilia multigénica de enzimas
diméricas. Além de exercerem funcbes essenciais no transporte intracelular (grupos
heme, bilirrubina e &cidos biliares) e na biossintese de leucotrienos e prostaglandinas,
estas enzimas possuem um importante papel na defesa do organismo contra danos
oxidativos e compostos peroxidativos de DNA e lipidios. Outra caracteristica importante

em relacdo a estas enzimas € que a toxicidade de muitos compostos exdgenos pode
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ser modulada pela inducdo das GSTs e isto foi observado em muitas espécies de
peixes (GEORGE, 1994).

A GSH possui papel central na biotransformacéo e eliminagédo de xenobidticos e
na defesa das células contra o estresse oxidativo, € o mais abundante tiol celular de
baixa massa molecular e € encontrada intracelularmente em altas concentracbes em
todos os organismos aerdbicos. Esta importante molécula também participa dos
principais eventos biolégicos como a transducao de sinais, transcricdo génica, sintese
de DNA e proteinas, ciclo celular e diferenciacio celular (PRETEL e GARCIA, 2006).
Muitas das reacdes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel,
tornando-o um bom nucledfilo para reacdes com compostos quimicos eletrofilicos. Esta
habilidade de doar elétrons a outros compostos também faz da glutationa um bom
redutor. A combinacdo de sua abundancia nos organismos aerébicos e das
propriedades quimicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que a GSH surgiu na
evolucdo bioguimica como uma protecdo contra espécies reativas de oxigénio e
compostos eletrofilicos gerados por processos oxidativos, tanto no organismo guanto
no ambiente em que este vive (HUBER et al., 2008).

Um dos mecanismos que envolvem o aumento do estresse oxidativo Sdo 0s
niveis intracelulares da GSH (LEE, et al., 2001). A diminui¢cdo nos niveis da GSH é
prejudicial a célula, pois interfere nas funcées mitocondriais, incluindo a formacéo de
energia e aumento da producdo de radicais livres, provocando a morte celular
(BELETTI et al., 2002). Assim, o estresse oxidativo associado aos niveis de GSH e as
disfuncBes mitocondriais, podem representar eventos-chave na citotoxicidade causada
pelo MeHg. Desta forma, sdo de grande importancia os estudos que investigam as
alterac6es nos niveis intracelulares de GSH e a formacdo de EROs em células
expostas ao MeHg (SHANKER, 2005).

A diminuicdo da GSH pode comprometer a habilidade redox das células e a
diminuicédo simultdnea da GSH e GST podem ter consequéncias diretas na toxicidade
do DDT. Os metabolitos do DDT sé&o substratos para a conjugacao com a GSH pela
GST e, desta forma, a diminuicdo da viabilidade celular no grupo DDT pode ser uma

consequéncia de um desequilibrio na detoxificacdo deste organoclorado. Além disso,
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as GSTs catalizam a conjugacdo de uma ampla gama de compostos com a GSH,
incluindo carcinégenos, poluentes ambientais, drogas, epéxidos, quinonas e produtos
provenientes da peroxidacdo de lipidios (TEW, 1994; HAYES e PULFORD, 1995;
CNUBBEN et. al., 2001) e assim o DDT pode tornar os hepatdcitos mais suscetiveis a
estressores adicionais. Em relacdo a GSH, sua diminuicdo provavelmente afetou a
eliminacdo de EROs (FRANCO et al., 2009) corroborada pela diminuigéo dos niveis de
peroxido de hidrogénio e anion superoxido gerados nos hepatécitos. No caso dos
hepatocitos de H. malabaricus, entretanto, embora a diminuicdo de GSH também tenha
ocorrido nos grupos DDT, MeHg | e DDT*MeHg | (FILIPAK NETO et al., 2008), bem
como em H. commersoni, a interrelacdo entre os niveis de GSH e a eliminacdo de
EROs foi somente clara para o anion superoxido no grupo MeHg Il. Dados da literatura
reportam que o MeHg e o DDT provocam a diminuicdo da GSH e apoptose pela via
mitocondrial (ROBERTSON e ORRENIUS, 2000; GATTI et. al., 2004; KAUR et. al.,
2007; AHMED et. al., 2008; SONG et. al., 2008), mas neste estudo, ficou claro que
concentracfes ambientalmente relevantes de ambos o0s poluentes, isto €,
concentracbes ndo ficticias e que sdo encontradas naturalmente em organismos
expostos, ndo apresentaram o efeito esperado, baseando-se na literatura e no trabalho
prévio com H. malabaricus.

A peroxidacao de lipidios € uma importante consequéncia do estresse oxidativo
e pode ser provocada por um uUnico radical livre que promove uma série de reacdes
bioquimicas deletérias (van der OOST, 2003). A LPO pode ser definida como uma
cascata de eventos bioguimicos resultante da acédo dos radicais livres sobre os lipidios
insaturados das membranas celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia
dos mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular
(BENZIE, 1996). As alteragbes nas membranas, ocasionadas pela LPO, levam a
transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias,
0 que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e
substancias toxicas a ceélula, alteracdes do DNA e comprometimento dos componentes

da matriz extracelular (proteoglicanos, colageno e elastina) (LIMA e ABDALLA, 2001).
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Outra descoberta importante deste estudo foi que o DDT, quando utilizado
sozinho, foi responsavel pela diminuicdo da GSH e GST e provavelmente pelo aumento
da LPO, enquanto o MeHg foi responsavel pela diminuicdo da atividade da 3-ALAD no
grupo DDT*MeHg I, e, neste caso, nenhum efeito foi relacionado a associacdo de
ambos os poluentes. Estes resultados s&o similares aos encontrados por Alves Costa
et al. (2007), onde a exposi¢cado subcrbnica de H. malabaricus ao MeHg resultou em
inibicio da atividade da J-ALAD em eritrécitos. Mais uma vez, h& diferencas
significativas entre H. commersoni e H. malabaricus a serem notadas em relacdo a
fisiologia dos hepatocitos, uma vez que efeitos provenientes da combinacédo de DDT e
MeHg para a GST (aumento na atividade) ocorreu em H. malabaricus, acompanhado
pelo aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica em todos os grupos expostos. O
aumento da LPO e a diminuicdo da GSH em H. malabaricus foram associadas a morte
celular nesta espécie predadora, enquanto a auséncia de niveis significativos de danos
aos lipidios pode ter contribuido para a sobrevivéncia dos hepatocitos de H.
commersoni.

A catalase € uma das principais enzimas do sistema antioxidante da célula e
esta presente em animais, plantas, bactérias e fungos (ZAMOCKY e KOLLER, 1999). E
uma enzima tetramérica que catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular, protegendo as células do H,O, e desempenhando um
importante papel no sistema de defesa antioxidante em adaptagéo ao stresse oxidativo.
A expressao génica desta enzima é regulada pela taxa de H,O; no citosol (MATES et
al., 1999).

Embora o MeHg e DDT possam induzir a formagao de EROs e radicais livres,
observou-se diminuicdo dos niveis de H,O, e O, em todos os grupos de hepatdcitos
expostos, indicando que os mecanismos de defesa antioxidantes como a atividade da
CAT foram ativados. A atividade desta enzima aumentou no grupo MeHg Il e a
viabilidade dos hepatocitos ndo foi alterada, exceto no grupo DDT. Por outro lado, a
inibicdo da CAT acompanhada pela diminuicdo da viabilidade celular ocorreu nos
hepatocitos de H. malabaricus (FILIPAK NETO et al., 2008). Curiosamente, aumento

na atividade da CAT foi verificado em ambos os grupos MeHg, para as duas espécies
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de peixe, ou seja, no grupo MeHg Il para H. commersoni e MeHg | para H. malabaricus.
E importante notar que este aumento foi diferente para cada grupo, sendo que 0s
hepatdécitos de traira estavam expostos a uma concentracao dez vezes menor no grupo
MeHg | em relagdo ao grupo MeHg Il. As células normalmente respondem a
concentracOes realisticas de contaminantes através do aumento da atividade de
enzimas de defesa, enquanto concentracfes excessivas podem inibi-las. Deste modo,
seriam os hepatocitos de H. commersoni mais capazes de lidar com altos niveis de
MeHg em relacdo aos hepatécitos de H. malabaricus? A resposta parece ser “sim”
levando-se em consideracdo a atividade da CAT e GST, mas ndo a atividade da
enzima 6-ALAd, j4 que esta enzima teve sua atividade inibida nos grupos MeHg | e
DDT*MeHg I. Diante disto, € muito mais complicado de explicar a razdo pela qual H.
commersoni € uma espécie robusta, mesmo que parte da resposta tenha sido
apresentada e é mais uma vez recapitulada: o estresse oxidativo ndo ocorreu em niveis
semelhantes nos hepatdcitos de H. commersoni em relacdo ao mesmo tipo de células
de H. malabaricus, testando-se as mesmas concentra¢cdes de MeHg e DDT, utilizando-

se o0 mesmo desenho experimental.
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6. CONCLUSOES

As respostas dos hepatécitos de H. commersoni, ou a auséncias delas, parecem ser
mais significativas contra os efeitos toxicos do DDT e MeHg do que aquelas

provenientes de H. malabaricus.

N&o é possivel concluir se a posicdo na cadeia trofica pode ser responsavel pelas
diferencas na fisiologia celular, ou se outros aspectos da histéria evolutiva presentes
nas respostas celulares das espécies comparadas podem ser a chave para o
endentimento das diferencas entre as duas espécies.

Diferencas quimicas existentes entre o DDT e MeHg, seu tempo de coexisténcia no
ambiente (o DDT, por ser um composto fabricado pelo homem é considerado novo em
comparacao ao MeHg, presente naturalmente em baixas concentra¢cdes na biota) além
da composicdo do meio de cultura utilizado, podem ser responsaveis pela maior

toxicidade do DDT em comparacdo ao MeHg em ambas espécies.

Embora possa ser sugerido que o MeHg e o DDT podem representar riscos para a
espécie predadora H. malabaricus, baseando-se em descobertas provenientes de
estudos in vivo e in vitro (MELA et al., 2007; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2006; FILIPAK
NETO et al., 2008; MIRANDA et al., 2008), estes riscos podem ser considerados

menores para a espécie H. commersoni.
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RESUMO

Os poluentes organopersistentes (POPs), provenientes da industria e agricultura,
ameacam 0s ecossistemas e a saude humana por serem onipresentes, persistentes e
por apresentarem efeitos toxicos mesmo em baixas concentracdes. O problema
associado a poluicdo causada pelos POPs afeta principalmente os organismos
aquaticos, em particular, espécies de peixes que na maioria das vezes sao consumidas
pelo homem. Poucos estudos tém sido realizados para se conhecer os niveis de POPs
em peixes nativos de agua doce, sendo que dados relacionados a espécie Hypostomus
commersoni sao inexistentes. Desta forma, este estudo visou investigar a
bioacumulacao e os efeitos de POPs na referida espécie. Para isto, exemplares adultos
foram coletados em uma area supostamente impactada no municipio de Ponta Grossa-
PR e os niveis de bifenis policlorados (PCBs) e pesticidas organoclorados (POCs)
foram mensurados no tecido hepatico e muscular destes animais. Também foram
investigados alguns parametros bioquimicos relacionados a homeostase dos tecidos
hepatico, muscular e nervoso, dentre eles, a atividade das enzimas colinesterases
(ChE), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx),
glucose-6-fosfato-desidrogenase  (G6PDH), superéxido dismutase (SOD), a
concentragcdo de glutationa reduzida (GSH) e niveis de peroxidacao lipidica (LPO). As
analises referentes a quantificacdo dos POPs indicaram que os organismos estudados
bioacumularam quantidades importantes de organoclorados. O figado, por ser um
orgao rico em lipidios, apresentou uma concentracdo maior em relacdo ao tecido
muscular. Ao contrario da bioacumulacdo de PCBs, a contaminagéo por pesticidas foi
semelhante no figado e no muasculo, onde foi possivel detectar niveis semelhantes de
DDT e seus metabdlitos. Substancias como aldrin e dieldrin, que ja tiveram seu uso
banido devido as suas conhecidas propriedades toxicas, foram também detectadas em
abundancia no tecido muscular. Em relacédo aos dados bioquimicos, observou-se que a
atividade das enzimas GST, G6PDH e ChE muscular estava correlacionada a
bioacumulacdo dos poluentes. Os resultados sugerem uma acdo negativa dos
contaminantes na saude dos individuos desta espécie provavelmente devido ao seu
uso extensivo em lavouras e as atividades industriais proximas a area de estudo.

Palavras-chave: poluentes organopersistentes, bioacumulacdo, H. commersoni.
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1. INTRODUCAO

O ambiente é continuamente impactado por componentes quimicos organicos -
0S xenobidticos, provenientes das mais diversas atividades antropicas como a industria
e agricultura. No século XX, milhares de poluentes organicos, dentre eles os bifenis
policlorados (PCBs) e pesticidas organoclorados (POCs), foram produzidos, e em
parte, lancados no ambiente (VAN DER OOST et al., 2003).

Os PCBs sdo um dos contaminantes ambientais mais estudados, compondo
uma classe de substéncias que formam uma mistura de compostos fabricados pelo
homem e que variam entre 6leos liquidos e sélidos cerosos. Os PCBs ja foram
amplamente utilizados pela industria e comércio, com aplicacbes conhecidas em
plastificantes contidos em tintas, produtos a base de plastico, borracha e corantes,
sendo liberados em lixBes, aterros e em outras areas abertas (FRANCO, 2009). Em
varios paises, a producdo de PCBs foi banida ou limitada a partir da década de 70, no
entanto, estas substancias ainda sao utilizadas em aplicacfes de sistemas fechados
(ESPANDIARI et al, 2003). Os PCBs e POCs sdo considerados poluentes
organopersistentes (POPs), e sua presenca no ambiente estd relacionada ao seu
extenso uso no passado, indicando que estes compostos ainda podem gerar
problemas ambientais a longo prazo (ERDOGRUL et al., 2005).

E consenso que os POPs ameacam os ecossistemas e a salide humana devido
ao seu pontencial toxico, por serem onipresentes, pouco degradaveis e apresentarem
efeitos toxicos mesmo em baixas concentracbes (FRANCO, 2009). O problema
associado a poluicdo causada pelos POPs é a contaminacdo de mananciais e
organismos vivos, incluindo o homem. A concentracdo dessas substancias tem
alcancado niveis toxicos em varios organismos terrestres e principalmente aquaticos, ja
gue estes ultimos sdo o receptaculo final da maioria destas moléculas, via processos
atmosféricos e hidrolégicos.

Os POPs estdo disponiveis para 0s organismos aquaticos através dos
sedimentos contaminados em rios e lagos, que agem como uma significativa fonte de
PCBs para espécies que vivem associadas aos sedimentos no fundo destes ambientes

(BRUSLE, 1991). Estes poluentes podem acumular-se nos organismos aquaticos por
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diferentes mecanismos: via entrada direta através das branquias ou pele
(bioconcentracdo), através da entrada de particulas em suspensdo (ingestdo) e
através do alimento contaminado (biomagnificacdo) (VAN DER OOST et al. 2003).

Os peixes sdo bons indicadores em situacdes de monitoramento de poluicdo
ambiental porque concentram poluentes em seus tecidos a partir da agua e atraves de
sua dieta, possibilitando a transferéncia de poluentes ao longo da cadeia tréfica (FISK
et al., 2001; BOON et al., 2002).

POPs sao substancias altamente lipofilicas, desta forma, quando internalizadas
pelo organismo, ficam armazenadas no tecido adiposo e membranas celulares
(YILMAZ, 2006). Apesar dos diferentes congéneres dos PCBs apresentarem variacfes
em sua toxicidade (YILMAZ, 2006), sabe-se que estes compostos sdo imunotdxicos
(SILKWORTH et al.,1984), carcinogénicos (COGLIANO, 1998), neurotoxicos (CHEN
al.,, 1994; ROGAN e GLADEN, 1992) e causam problemas congénitos nos seres
humanos e em outros animais (SAFE, 1994).

O organoclorado DDT é um dos POPs mais disseminados nos ecossistemas e
ainda tem seu uso permitido em alguns paises em programas de controle do vetor da
malaria. No Brasil, o DDT foi banido para usos na agricultura desde 1985, mas ¢é ainda
encontrado em tecidos de peixes, bem como seus metabdlitos DDD e DDE, refletindo a
persisténcia dos residuos do DDT que foi utilizado no passado. Apesar da grande
variedade de espécies de peixes encontradas no Brasil, poucos estudos foram
publicados a respeito dos mecanismos de toxicidade celular causados pelo DDT e seus
metabdlitos em espécies nativas, embora a presenca destes contaminantes em tecidos
de muitas espécies ja ter sido reportada (TORRES et al., 2002; MIRANDA et al., 2008).

A exposicdo a uma ampla variedade de pesticidas induz ao estresse oxidativo,
ocasionando aumento de EROs, peroxidagdo de lipidios e danos no DNA (ABDOLLAHI
et al.,, 2004). Entretanto, para certos pesticidas, os mecanismos que levam ao
desbalanco da homeostase do ambiente redox das células é compreendido
parcialmente. Tém-se demonstrado que 0s pesticidas alteram o balanco redox por
diferentes mecanismos, dentre eles: (1) pela sua conversdo enzimatica em produtos

secundarios reativos e/ou EROs, (2) pela diminuicdo das defesas antioxidantes; e (3)
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prejudicando a funcéo de enzimas antioxidantes (BAGCHI, et al., 1995; BANERJEE et
al., 2001).

Poucos estudos tém sido realizados para se conhecer os niveis de PCBs e
organoclorados em peixes brasileiros de agua doce. Dados relacionados a espécie H.
commersoni, em particular, sdo inexistentes. Disturbios imunolégicos e fisiol6gicos
foram recentemente encontrados em Hoplias malabaricus e relacionados a
bioacumulacdo de pesticidas organoclorados e PCBs. Este trabalho foi realizado por
Miranda et al. (2008), na mesma area estudada neste trabalho. Assim, o objetivo do
presente capitulo foi investigar a bioacumulacdo de POPs no peixe H. commersoni
para conhecer os impactos destes poluentes em uma espécie de peixe ndo predadora,
gue vive associada aos sedimentos. Os niveis de PCBs e POCs foram mensurados no
tecido hepético e muscular e alguns parametros relacionados ao ambiente redox do
figado foram analisados. Dentre eles, a atividade das enzimas catalase (CAT),
glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx), glucose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PDH), superéxido dismutase (SOD), a concentracdo de glutationa
reduzida (GSH) e niveis de peroxidacéo lipidica (LPO).

Além dos parametros relacionados ao ambiente redox, também foram
investigados os efeitos dos PCBs e pesticidas organoclorados na atividade das
colinesterases (ChE), que sdo enzimas responsaveis pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina em sinapses colinérgicas tanto em vertebrados quanto
invertebrados. Outro aspecto estudado neste capitulo foram os impactos causados por
estes poluentes através da histopatologia, que é também uma importante ferramenta
indicadora da saude dos peixes e mostra os efeitos causados pela exposicao a varios
poluentes antropogénicos (HINTON et al., 1992). Deste modo, figado e branquias
foram analisados para mapear os danos histopatoldgicos nestes importantes 6rgaos-

alvo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de bioacumulacdo e os efeitos de bifenis policlorados e pesticidas
organoclorados em peixes Hypostomus commersoni provenientes de uma area

impactada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a presenca de compostos organopersistentes e seus metabdlitos em tecido

de figado e masculo dos animais estudados;

Avaliar os efeitos dos POPs e seus metabdlitos através dos seguintes biomarcadores
bioguimicos: atividade das catalases, das glutationa S-transferases, da glutationa
peroxidase, das colinesterases, das superoxido dismutases, da glucose-6-fosfato

desidrogenase, além da concentracdo de glutationa reduzida e peroxidacdo de lipidios;

Avaliar os efeitos cronicos dos POPs e seus metabdlitos em figado e branquias

através de histopatologia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao dos animais e area de estudo

Um lago pertencente a um clube privado localizado no municipio de Ponta
Grossa - Parana foi escolhido como area de estudo pela grande ocorréncia da espécie
Hypostomus commersoni neste ambiente (Figura 12). Outra razdo desta escolha, é que
este lago encontra-se em zona industrial e rural, sendo portanto, afetado pela poluicédo
urbana, industrial e em menor escala agricola, pois os poluentes podem atingir este
ecossistema atraves de correntes atmosféricas e chuvas, uma vez que o lago ndo tem
contato com nenhum outro corpo d’agua. Apesar destas caracteristicas, atividades de
pesca para consumo humano e esportes aquaticos sao desenvolvidos neste local.

Para este estudo, 13 exemplares adultos (30,36 + 5,04 cm) da espécie H.
commersoni foram coletados em outubro de 2008, utilizando-se rede do tipo tarrafa. Os
animais foram transportados até o Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, para o
Laboratério de Toxicologia Celular. Apds anestesia com benzocaina (5%), foram
sacrificados por seccdo medular e dissecados para a retirada do figado e musculo para
analises quimicas de quantificacdo de POCs, figado, musculo e cérebro para anélises

bioquimicas e figado e branquias para analises histopatoldgicas.

~ - Ponta
i Grossa

«

Q.

PR %

Ponta Grossa }_“—lﬁ

.

Figura 12: Localizacdo da area de estudo. A esquerda, o mapa do Estado do Parana,
indicando o municipio de Ponta Grossa. O lago onde os peixes foram coletados esta indicado
pelo asterisco na figura a direita.
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3.2. Quantificacao dos poluentes organopersistentes

Figado e musculo foram dissecados para a extracao dos lipidios e os compostos
lipofilicos foram obtidos utilizando-se um solvente de extracdo acelerada (ASE200)
(Dionex, Voisins le Bretonneux, France). Em seguida, foram realizadas a extracéo e a
purificacdo por SPE (Solid Phase Extraction) em coluna de florisil (MgO3Si) segundo
meétodo do EPA 3620 (Bond Elut Florisil, 1 g, 200 um tamanho da particula Varian, Les
Ulis, France), primeiramente com hexano para obter os compostos menos polares
(PCBs,HCB, pp’-DDE entre outros) e depois com uma solucdo de hexano/dietiléter
para os compostos mais polares (OCs e triazinas). Os pesticidas foram identificados e
guantificados em cromatografia de fase gasosa, em Cromatdégrafo Autosystem XL
Perkin Elmer, equipado de detector de captura de elétrons (63Ni Source). O gas usado
como carreador foi o nitrogénio. As temperaturas do injetor e do detector foram de
280°C e 350°C respectivamente. A coluna capilar (PE-5 (5% fenil)-metilpolisiloxano)
(30 m comprimento, 0.25 ym espessura) da Perkin Elmer. Apés a injecdo a 140°C (12
min), a temperatura do forno do GC sobe 40°C/min até 170°C (19 min), depois
40°C/min até 200°C (25 min) e finalmente at 45°C/min to 270°C (4min). O processo foi
adaptado para o método EPA 17 8081a. O limite de deteccao é de 0,05 a 0,20 g kg-1
para tecidos de peixes. Os padrbes para OCs foram da Cambridge Isotope
Laboratories (Cluzeau Info Labo Paris La Defense, France). Apés quantificacdo, as
amostras foram armazenadas em hexano a - 20°C. Os seguintes compostos
organoclorados (OCs) proibidos ou restritos, seus isébmeros e metabdlitos foram
analisados: lindano (hexaclorociclohexano HCH); clorotalonil; heptacloro; alaclor; aldrin;
dieldrin endrin, clordano, endosulfan, nonaclor; hexaclorobenzeno, DDTs; OCs ainda
utilizados como: pretilaclor e fipronil; triazinas (simazina; atrazina;, propazina
terbulilazina), uréias substituidas (diuron, dicloroanilina) e oxadiazol (oxadiazon), além
de congéneres de PCBs. Estas analises foram realizadas na Franca, no laboratério de

Ecotoxicologia, Departamento de Ecologia e Evolucdo — Universidade de Paris Sud XI.
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3.3. Analises bioquimicas

Para estas andlises, figado, musculo e cérebro foram homogeneizados em
tampéo fosfato a 4 °C, 0.1M, pH 7,5. A solucdo resultante da homogenizagao foi
centrifugada a 10.000 g durante 20 minutos a 4 °C para se obter a fracdo S9
(sobrenadante) que foi utilizada para todas as analises bioquimicas e mantida em
freezer -80 °C. O figado foi utilizado para medir os niveis de GSH e LPO e a atividade
das enzimas CAT, GST, GPx, G6PDH e SOD. A atividade das ChE foi mensurada em
musculo e cérebro. O contetudo de proteinas de cada amostra foi medido através de

meétodo de Bradford (1976) usando albumina bovina como padréao.

3.3.1. Concentracéao de Glutationa (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 ul para posterior
quantificacdo de proteinas. Para cada 250 pl de amostra, foram adicionados 50 pl de
acido tricloroacético (TCA) a 48% para precipitacdo protéica. Em seguida, a amostra foi
centrifugada a 1.000 x g por 15 min a 4°C. Para as leituras, foram adicionados 50 ul do
sobrenadante da amostra e 230 ul de tampé&o Tris-base (400 mM, pH 8,9) a uma
microplaca. Como branco, foi utilizado 230 pl do tampé&o Tris-base a 400 mM mais 50
pul de TCA a 8% em PBS. Por ultimo, 20 pyl de DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzdico) a 2,5 mM (em metanol a 25%, tamp&o 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 determinacéo do contetdo de
GSH foi realizada através de comparag¢do com curva-padrdao de GSH (0, 1, 2, 4, 8, 16,
24 e 32 nM GSH).

3.3.2. Peroxidacgéo lipidica (LPO)
A producdo de hidroperoxidos 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 formacado do

complexo Fe*® - laranja de xilenol (fonte de absorcdo de luz) na presenca do
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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 pl de meio de reacgao [(laranja de xilenol a
100 pM, H2SO4 a 25 mM, BHT (hidroxitolueno butilado) a 4 mM, FeSO4.NHa4 (sulfato
ferroso amoniacal) a 250 uyM (acrescentados na seqUéncia descrita em metanol a
90%)] foram adicionados em microplaca. Apos 30 min de reacdo a temperatura
ambiente em microplacas tampadas, para reduzir a evaporagao 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 pl de perdxido 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
MM) para averiguar se a forma de célculo adotada estava verossimilhantemente
determinando a concentracdo de hidroperoxidos. Como o resultado dessa curva-
padrdo ndo sera posteriormente relatado, é valido citar que a equacdo da reta
encontrada para o peréxido de hidrogénio (y=0,0042x, r> > 0,99), quando empregada
no calculo da concentracdo de hidroperéxidos, resulta em valores semelhantes aos
obtidos quando o coeficiente de extingdo molar proposto por JIANG e colaboradores
(1991), 4,3 x 104 M*t.cm™, é empregado. Empregou-se entdo, no presente estudo, o
coeficiente de extingdo citado, pois ele foi calculado pelos autores para outros

hidroperoxidos, além do peréxido de hidrogénio.

3.3.3. Atividade da Catalase (CAT)
As amostras 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 (I = 240 nm) imediatamente apds serem
adicionados a uma cubeta de quartzo e misturados por inversédo, 980 ul de meio de
reacao (peroxido de hidrogénio a aproximadamente 20 mM, Tris-base a 50 mM, EDTA
dissédico a 0,25 mM, pH 8, 25°C) e 20 pl do sobrenadante da amostra. O decréscimo

gradual na absorbéancia, devido a degradacéo do peroxido de hidrogénio (AEBI, 1984),
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foi monitorado e registrado num intervalo total de 1 min e 10 s. A partir dos valores de
absorbancia escolheu-se, através de regressao linear, o primeiro intervalo de 30 s com

r> = 0,99 para o célculo do A absorbancia por minuto.

3.4.4. Atividade Global das Isoformas de GST
A atividade global das Glutationa S-transferases (GST) foi monitorada através do

aumento de absorbancia (AL = 340 nm) resultante da formacdo de um tioéter pelos
substratos GSH (molécula endobidtica) 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 yl do meio de reagéo (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
absorbancia foi registrado em intervalos de 12 s durante 2 min, para posterior selecéo
do primeiro intervalo de 1 min com r®> = 0,99 para o célculo do A absorbancia por

minuto.

3.3.5. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)
A atividade desta enzima foi mensurada utilizando-se 10 pl do sobrenadante e 130

do meio de reacdo (tampéo fosfato de sodio 0.1M, pH 7.0; 2 mM de azida sédica; 0.2
mM de B-NADPH, 1 U/ml de glutationa redutase e 2 mM de glutationa reduzida). As
amostras foram colocadas em placas de 96 pocos e apds 2 minutos, 60 pl de peréxido
de hidrogénio (1.5 mM) foi adicionado. A absorbancia foi monitorada a 340 nm durante
2 minutos em intervalos de 10 segundos, sendo que o primeiro intervalo de 1 minuto

(r* > 0.99) foi selecionado.
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3.3.6. 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¢cdo do aumento na absorcao de luz
provocada pela reducdo da NADP+a NADPH (A = 340 nm) pela enzima G6PDH a custa
de D-glucose-6-fosfato (G6P). Um volume de 30 ul de sobrenadante seguido de 170 pl
de meio de reacéo (B-NADP- (nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato) a 1 mM, G6P
a 2 mM, Tris-HCI a 100 mM, MgClz2 a 10 mM, pH 8, 25°C) foram adicionados a uma
microplaca. A absorbéancia 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.

3.3.7 Atividade das superoxido dismutases (SOD)
Amostras foram descongeladas em gelo e 125 pl de etanol foram adicionados. Apos

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 nitrotetrazolio (NBT)
pelo anion superdxido gerado a partir da auto-oxidacéo da hidroxilamina em pH alcalino
(CROUCH et al., 1981). Para os ensaios, 20 pl do sobrenadante das amostras e 35 pl
de solucédo contendo cloreto de NBT a 572 uM e EDTA a 100 uM foram adicionados a
uma microplaca. A reacdao foi iniciada através da adicdo rapida de 145 ul de solucéo de
carbonato de s6dio a 500 mM (pH 10,2) contendo 51 mM de cloreto de hidroxilamina. A
reducdo do NBT pelo anion superéxido 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 redugédo do NBT na auséncia
de extrato de tecido (solucdo hidro-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 reducédo do NBT em 50% do valor da taxa de referéncia. Notar que

entre as medi¢cdes é necessario manter as microplacas protegidas da luz.
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3.3.8. Atividade das Colinesterases (ChE)
A atividade das ChE foi medida segundo o método de ELLMAN et al., (1961)

modificado para microplaca por SILVA DE ASSIS (1998). E baseado na hidrdlise da
acetiltiocolina pela ChE, originando colina que, combinando-se com DTNB (5,5-Ditio—
bis—2—-nitrobenzoato), produz um composto de coloragdo amarela, medido em
espectrofotbmetro. Para medir a atividade desta enzima, o homogeneizado foi diluido
em &gua destilada (1 mg.mL™) e foi adicionado 50 uL em cada poco da placa (quatro
repeticdes). Em seguida, foi adicionado 200 pL do DTNB (5,5-Ditio—bis—2—
nitrobenzoato), preparado a 0,75 mM em tampao fosfato e pH 7,5; 50 yL do substrato
acetiltiocolina, preparado a 9 mM, foram acrescentados a cada amostra, iniciando a
reacdo. Imediatamente apds a adicdo do substrato, foram realizadas as leituras da

absorbancia no espectrofotbmetro em 415 nm, durante 3 min.

3.4. Microscopia de Luz
Amostras de figado e branquias foram preservadas em solucéo fixadora de Alfac

durante 16 horas, em seguida, passaram por uma bateria crescente de etanol para
desidratacdo (70% a 100%) e foram emblocadas em resina Paraplast Plus (Sigma®).
Cortes de 5um de espessura foram obtidos e montados em [amina com albumina 1% e

posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina.

3.4.1. Andlise do material
As laminas foram analisadas em microscopio Optico Leica, utlizando a

metodologia proposta por Bernet et al. (1999). Para a aplicacdo deste indice é
necessario atribuir um valor numérico a cada lesdo observada. Esse valor pode variar
de 0 a 6, sendo 0 auséncia de lesdo e 6 lesdo com maior grau de severidade. O
mesmo deve ser multiplicado por um valor de importancia de acordo com Bernet et al.
(1999) que classifica as alteracdes pelo grau de importancia: (1) importancia patologica
minima onde a leséo é facilmente reversivel; (2) importancia moderada, reversivel em
muitos casos e (3) importancia marcante, geralmente irreversivel, levando a diminuicédo

das funcbes do 6rgdo. Dessa forma é obtido um indice para cada tipo de lesdo em
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cada 6rgao avaliado. Todos os indices de cada 6rgdo sdo somados, obtendo-se assim
um indice geral por o6rgdo. Posteriormente, as laminas foram fotografadas no
microscopio de epifluorescéncia do departamento de Genética do Setor de Ciéncias
Bioldgicas.

3.5. Andlises estatisticas

As analises quimicas foram analisadas com o software (SAS institute, Cary, NC,
USA). O teste T foi aplicado para comparar as concentragdes encontradas no figado e
musculo. O teste de correlacdo de Pearson foi aplicado entre contetudo de lipidios e
concentracdo dos contaminantes. As variaveis foram expressas como média + desvio
padrédo e valores [min-max]. O coeficiente de correlacdo de Pearson também foi
utilizado para correlacionar os resultados provenientes das andlises bioquimicas e a

bioacumulacdo dos POPs.
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacado de PCBs e pesticidas organoclorados

As analises quimicas provenientes da area de estudo indicaram que o0s
organismos estudados estdo consideravelmente impactados por PCBs (Tabela 1). O
figado, por ser um 6rgéo rico em lipidios, apresentou uma concentragdo maior em
relacdo ao tecido muscular. O PCB 52 foi dominante assim como outros congéneres
(PCB153, PCB138, PCB118 e PCB101). Entretanto, uma significativa concentragao de
PCB 95 foi encontrada tanto no figado quanto no musculo. As figuras 13 e 14
apresentam a soma de todos os PCBs encontrados nestes tecidos. Os valores mais
altos do conteudo total de PCBs e a distribuicdo de indicadores dos PCBs e PCBs sob
a forma de dioxinas no figado comparando-se ao musculo estdo apresentados no
detalhe destas figuras.

Ao contrario da bioacumulacdo de PCBs, a contaminacdo por pesticidas
organoclorados foi semelhante no figado e no musculo, onde foi possivel detectar
niveis semelhantes inclusive de DDT (tabela 2, figuras 15 e 16). Niveis significativos de
pp'-DDE, o principal metabdlito do DDT, também foram detectados em ambos tecidos,
embora a concentracdo no figado tenha sido maior (Figura 17). Esta mesma figura
demonstra a soma dos isémeros ou metabdlitos dos pesticidas organolorados ativos.

De acordo com a Tabela 2, os pesticidas aldrin e dieldrin foram encontrados em
abundancia no tecido muscular. Geralmente, a impregnacdo de substancias como
organoclorados depende da quantidade de lipidios disponivel no tecido. Neste caso,
poucas destas relagbes foram evidenciadas. Dentre elas, a soma de indicadores de
PCB, PCB138 e HCB no figado esta relacionada ao conteudo de lipidios ( p= 0.0463,
0.0325 e 0.0256 respectivamente). No tecido muscular, as correlagbes mais
significativas relacionam-se ao dieldrin (p= 0.0087), >DDT (p= 0.006), ou seja, pp’-
DDE, pp’-DDD, pp’-DDT p = 0.015, 0.007, 0.036, respectivamente.
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Perfil de congéneres de PCB e conteldo de PCB em figado e musculo de H. commersoni.
+ desvio padrdo, [min-max] n=13, nd= nédo

Concentracdo (ng/g de tecido seco). Média

detectado.
FIGADO MUSCULO

Lipidios 201+16.5 [98.9-335] 73.419.2 [22.0-135]
PCB8 50.0+10.6 [6.4-153] 1.5+0.3 [nd-4.2]
PCB18 18.445.0 [nd-57.9] 0.6+0.2 [nd-1.6]
PCB31 14.8+4.1 [nd-42.9] 5.2+3.6 [nd-46.6]
PCB28 10.5+3.0 [nd-35.2] nd
PCB52 38.7+9.2 [nd-93.8] 27.945.3 [4.6-62.9]
PCB44 22.9+4.5 [nd-49.1] 1.5+1.2 [nd-16.1]
PCB70 21.3+4.3 [nd-52.1] 2.3x1.6 [nd-20.4]
PCB95 53.7+11.3 [nd-122] 7.243.1 [nd-42.9]
PCB101 38.0+7.9 [10.4-103] 3.0+2.2 [nd-29.3]
PCB99 6.2+3.1 [nd-38.3] [nd-0.8]
PCBs81 12.5+4.2 [nd-53.1] [nd-3.8]
PCB110 18.6+4.5 [nd-63.9] 2.0+1.2 [nd-15.5]
PCB77 1.7+1.7 [nd-22.7] [nd-2.9]
PCB151 9.7+2.4 [nd-23.5] 1.2+0.6 [nd-8.2]
PCB118 39.7+8.9 [5.6-111] 4.6+2.8 [nd-35.9]
PCB123 13.1+4.9 [nd-68.8] 2.0+0.9 [nd-12.7]
PCB149 nd nd
PCB114 0.8+0.4 [nd-5.4] [nd-1.2]
PCB146 15.244.0 [nd-50.7] [nd-3.9]
PCB153 36.5+7.1 [5.0-83.3] 2.8+1.3 [nd-17.9]
PCB105 3.3+2.0 [nd-23.2] nd
PCB137 nd [nd-0.5]
PCB138 27.1+6.0 [3.0-66.8] 3.0+2.1 [nd-25.4]
PCB126 nd nd
PCB183 8.1+1.4 [0.2-18.3] nd
PCB187 3.1+0.6 [nd-6.9] 0.8+0.4 [nd-5.0]
PCB128 2.1+0.7 [nd-7.1] [nd-0.5]
PCB167 0.3+0.2 [nd-2.9] nd
PCB177 2.741.0 [nd-11.4] [nd-0.3]
PCB157 [nd-1.5] 0.4%0.3 [nd-3.5]
PCB156 0.7+0.7 [nd-9.4] 0.9+0.5 [nd-5.7]
PCB180 4.9+15 [nd-16.3] 0.3+0.3 [nd-3.3]
PCB169 nd nd
PCB170 1.7+0.8 [nd-9.0] nd
PCB189 nd nd
PCB195 nd [nd-0.6]
PCB194 0.6+0.5 [nd-5.8] 0.8+0.7 [nd-9.4]
Y'PCB 427+78.7 [140-1109] 69.2+18.1 [12.2-255]
Y'PCB indicator 225+50.6 [71.3-659] 44.1+9.4 [5.2-121]
> PCB dioxin like 78.9+£19.2 [12.2-273] 8.8+3.2 [nd-39.6]
TEQ 7.8+1.7 [1.5-25.7] 1.4+0.4 [nd-4.0]
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Figura 13: Distribuicdo dos congéneres de PCB em figado de H. commersoni.

Concentracéo total de PCBs em figado. (PCBi: indicador de PCB), (PCB-dl: PCBs sob a forma

de dioxinas - “dioxin like PCB”).
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Concentracao de pesticidas organoclorados (ng/g de tecido seco) em figado e musculo de H.
commersoni. Média * desvio padrdo, [min-max] n=13, nd= n&o detectado.

FIGADO MUSCULO

HCB 10.8+2.0 [2.1-25.7] 11.2+#3.1 [3.1-28.9]
o-HCH* 5.7£1.9 [0.6-26.4] 1.1+0.4 [nd-4.6]
B-HCH* 9.1+1.6 [3.6-25.4] 9.2+5.8 [0.5-76.9]
y-HCH (lindane)* 6.3£1.7 [0.6-20.0] 6.5+2.4 [0.6-26.5]
3-HCH* 120+44.5 [2.4-606] 49+1.9 [nd-21.0]
e-HCH 12.0£3.7 [nd-42.6] 11.445.0 [nd-59.0]
YHCH 153+51.4 [12.4-716] 33.2+13.6 [2.5-170]
heptachloro* 13.1+2.7 [4.0-30.5] 16.0+4.6 [4.9-66.9]
heptachlor epoxide 8.7x1.3 [3.1-18.4] 3.6+1.1 [0.7-15.1]
Y heptachloro 21.7£3.6 [8.7-48.4] 19.6+5.5 [6.2-82.0]
aldrin* 12.4+4.0 [1.0-47.2] 103+52.4 [nd-564]
dieldrin* 6.3£2.9 [0.4-37.5] 1.7+0.5 [nd-6.1]
endrin* 4.1+1.0 [1.5-14.8] 3.6£1.0 [0.9-12.7]
endrine aldehyde 9.0+2.5 [2.9-37.2] 4.6+0.6 [1.2-9.7]
endrine ketone 2.8+0.5 [0.7-7.3] 8.5+5.2 [nd-69.9]
Y endrin 16.0£3.9 [6.3-59.3] 16.7£6.0 [5.5-86.5]
a-endosulfan 9.5+2.4 [3.5-36.7] 10.0+2.8 [1.6-26.4]
[-endosulfan 8.8+1.6 [4.4-26.0] 19.6+4.4 [2.4-51.5]
endosulfan 21.0+£7.1 [3.6-103] 48.0+26.0 [nd-347]
Y endosulfan 39.3£10.8 [14.9-166] 77.6+£29.8 [13.5-423]
HCB 10.8+£2.0 [2.1-25.7] 11.243.1 [3.1-28.9]
pp'-DDE 13.748.2 [nd-110] 1.2+0.6 [nd-7.8]
pp'-DDD 29.9£28.3 [nd-369] 24+21 [nd-27.8]
pp'-DDT 61.7£12.1 [1.3-162] 26.3£17.4 [nd-181]
>YDDT 105+45.6 [2.0-641] 29.9+£19.5 [nd-210]
fipronil 70.2+42.1 [4.4-551] 12.7+4.4 [1.3-44.5]
mirex* 5.4+1.4 [1.3-19.4] 5.7£1.7 [0.9-21.8]
methoxichloro 22.2+10.8 [nd-147] 25.3+£22.7 [nd-297]

*Substancias banidas pela Conveng¢éo de Estocolmo.
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Figura 15: Concentragdo dos compostos organoclorados em figado de H. commersoni. Média
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4.2. Analises bioquimicas

Apés a utilizacdo de testes de correlacdo para analisar as interacdes entre a
bioacumulacdo dos poluentes organopersistentes e a resposta de biomarcadores
bioquimicos, verificou-se que apenas alguns destes apresentaram relacéo direta com o
acumulo de poluentes pelos organismos estudados. A Tabela 3 apresenta os poluentes
gue relacionaram-se diretamente com um ou mais biomarcadores. O PCB 153 mostrou
correlacdo negativa com a atividade das enzimas GST e G6PDH, ou seja, quanto maior
a concentracao deste poluente nos peixes, menor foi a atividade destas enzimas. Do
mesmo modo, a enzima G6PDH apresentou correlacdo negativa com o PCB 118 e com
0 somatorio dos PCBs sob a forma de dioxinas. Nao foram encontradas relacdes entre
0 acumulo de nenhum dos poluentes com a peroxidacgéo de lipidios ou concentracao de
GSH. O mesmo ocorreu com a atividade das enzimas SOD, GPx, CAT e colinesterase
cerebral. A enzima colinesterase muscular apresentou relacdo positiva com o
somatorio do HCH e seus isdmeros, somatorio do endosulfan e com o somatoério do
aldrin + dieldrin. Os poluentes que foram detectados nos peixes estudados (DDT, HCBs
e outros) mas que ndo apresentaram correlacdo direta com o0s biomarcadores

analisados, nao foram inseridos na tabela.

Tabela 3
Correlacao entre os biomarcadores investigados e a concentracao de PCBs e POCs em figado
de H. commersoni.

SOD, GSH,
GST G6PDH LPO, GPx ChE(m)
CAT, ChE(c)
PCB 153 -0.64* -0.59* ns ns
PCB 118 ns -0.52* ns ns
>PCB-dI ns -0.65* ns ns
2HCH ns ns ns 0.64*
a-HCH ns ns ns 0.72*
6-HCH ns ns ns 0.61*
Y-HCH ns ns ns 0.67*
Yendosulfan ns ns ns 0.60*
Yaldrin + dieldrin ns ns ns 0.66*

Os numeros correspondem ao valor fornecido pelo teste Pearson de correlacdo. Valor negativo:
correlacéo negativa. Valor positivo: correlacdo positiva. ns= correlagcdo nao significativa. *p<0,05.
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4.3. Analises histopatoldgicas

Através das andlises das amostras coletadas foi possivel observar alteracdes
morfolégicas tanto na estrutura branquial como no figado (Figuras 18 e 19). A
ocorréncia das alteracdes e seus respectivos graus de severidade (BERNET et al.,
1999) mostram que as alteracOes consideradas de importancia patolégica moderada
(infiltracdo leucocitaria) e as consideradas severas como a necrose, estdo presentes
nos exemplares analisados. As lesGes encontradas no figado estdo relacionadas a
exposicao crbnica a poluentes, devido aos processos de absor¢do e metabolizacdo
ocorridos neste orgao.

No figado, o indice geral de alteracBes foi maior em relacdo as branquias e
foram identificadas necroses severas (Figura 18 B) bem como infiltragdes leucocitarias
(Figura 18 G) e neoplasias em apenas alguns individuos (Tabela 4, Figura 18 D). Outro
tipo de lesdo encontrada foi a diferenciacéo tecidual, presente em quase metade (46%)
dos organismos estudados (Figuras 18 C, E e F). Nao foram observados melano-
macrofagos livres assim como centro de melano-macréfagos.

Nas branquias, o numero de alteracdes encontradas foi menor em relacdo ao
figado, e estas, também estdo relacionadas aos efeitos agudos da exposicdo aos
poluentes. A principal lesdo observada na estrutura branquial e que € considerada de
importancia patolégica moderada, foi a neoplasia (Figura 19D). Lesbes do tipo
aneurismas e hiperplasias, comuns neste tipo de 6rgdo de organismos expostos a

poluentes, ndo foram observadas nos animais deste trabalho.
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Figura 18: Histopatologia de figado de H. commersoni. A: tecido com aspecto normal, barra =
50 um. B: Area de necrose (seta), barra = 400 um; b: Area de necrose fibrosa, Barra = 50 pm.
C: Diferenciagao tecidual (seta), barra 50 ym. D: Neoplasia (seta), barra = 50 uym. E:
Diferenciacao tecidual (seta), barra = 50 ym. F: Diferenciagao tecidual (seta), barra = 50 pm.
G: Infiltragdo leucocitaria (seta), barra = 50 pym. H: Area com adipdcitos (seta), barra = 400
um; h — Detalhe dos adipécitos, barra = 50 um.
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Figura 19: Histopatologia de branquias de H. commersoni. A: Tecido com aspecto normal,
sendo LP — lamela priméaria e LS — lamelas secundérias, barra = 200 ym. B: Detalhe das
lamelas secundarias “normais” (seta), barra = 50 ym. C: Tecido desorganizado, sendo LP —
lamela primaria e LS — lamelas secundarias, barra = 200 ym. D: Neoplasia (seta), barra = 50

pm.

Tabela 4
Ocorréncia de lesdes hepéticas e branquiais dos individuos coletados na area estudada (n=13).

Alteragcdo Morfolégica Individuos com lesbes

Figado
Necrose 92%
Neoplasia 15%
Infiltrag8o Leucocitaria 46%
46%

Diferenciagéo Tecidual

Branquias

Aneurisma 0%
Hiperplasia 0%
Neoplasia 8%
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5. DISCUSSAO
Os resultados obtidos neste capitulo mostraram que a espécie em estudo é

capaz de bioacumular os poluentes organopersistentes considerados neste trabalho.
Os animais coletados para esta investigacdo sdo provenientes de uma area pouco
conhecida como impactada até que fossem realizadas as analises quimicas e 0s
estudos com biomarcadores.

Compostos organoclorados tais como PCBs e POCs sao persistentes,
acumulam-se nos compartimentos lipidicos dos animais e assim, bioacumulam-se na
cadeia trofica. Estes compostos quimicos sdo comumente encontrados em peixes,
(BERG et al.,, 1997; ROCHE et al.,, 2000), contribuindo significativamente para a
exposicdo humana através da dieta. Por esta razdo, estes compostos tém sido
encontrados em tecidos adiposos e fluidos humanos (HERNANDEZ et al., 2002;
PITARCH et al., 2003; DE SAEGER et al., 2005; WITHCOMB et al., 2005).

Observou-se neste estudo que o0s peixes da espécie H. commersoni
apresentaram significativa bioacumulacdo de varios PCBs e POCs em diferentes
concentracfes, sendo que dentre estes, foram encontrados alguns compostos ja
banidos como o DDT. Estes resultados corroboram os dados encontrados por Miranda
et al. (2008) utilizando como modelo a espécie predadora Hoplias malabaricus,
proveniente do mesmo lago onde os animais do presente trabalho foram coletados.
Apesar das similaridades encontradas em ambos os trabalhos, foi possivel perceber
qgue o padréo de bioacumulacéo nas diferentes espécies ndo foi 0 mesmo, isto devido a
caracteristicas especificas de cada espécie. Segundo Bruggeman et al. (1984), a
internalizacdo de POCs a partir da agua ou do alimento varia de acordo com a
solubilidade destes compostos em agua e de acordo com a posicdo que 0 organismo
ocupa na cadeia tréfica. Com a diminuigdo da solubilidade do composto quimico na
agua e o aumento da posicao trofica, ha um acumulo maior proveniente da
alimentacéao.

PCBs sdo compostos quimicos aromaticos que ja se tornaram comuns na
biosfera em muitas regides do mundo. S&o muito estaveis quimicamente e devido ao
seu uso prolongado pela industria no passado, tornaram-se onipresentes no ambiente,

onde ocorrem sob a forma de misturas complexas e congéneres variados. Por este



84

motivo, 0S seres Vvivos nunca estdo expostos a um unico tipo de PCB (POCAR et al.,
2006) e estudos que avaliam os danos causados aos organismos Sao extremamente
necessarios além da compreensdo do sinergismo destas moléculas. Diante deste
problema, este estudo procurou relacionar a presenca destes compostos no organismo
dos peixes com possiveis danos histopatologicos e atividade de enzimas importantes
no metabolismo de defesa contra xenobioticos.

No presente estudo, observou-se que as amostras de tecido hepatico e
muscular estdo significativamente contaminadas por PCBs. O figado, por ser um 6rgéo
rico em lipidios, apresentou uma quantidade maior de PCB em relacdo ao tecido
muscular. A concentracdo do PCB 52 e outros congéneres indicadores foram
predominantes porque estes sao PCBs prioritarios, ou seja, encontrados em todos o0s
lugares do planeta. Entretanto, grandes valores do PCB 95 foram detectados tanto no
figado quanto no musculo. A toxicidade destes compostos expressa em TEQ? (toxicity
equivalent) é baixa, embora possa desequilibrar a homeostase dos peixes e oferecer
riscos associados ao consumo destes animais pelos seres humanos. E importante
destacar que o padrdo de acumulacado de cada congénere ndo € o0 mesmo, ja que suas
propriedades quimicas e fisicas variam, e no presente caso, grande parte do valor de
TEQ € devido ao PCB 118. Este ultimo também foi detectado por Miranda et al. (2008)
em figado e musculo de H. malabaricus, indicando riscos a exposicdo humana ja que o
musculo € o tecido consumido na dieta. Estudos demonstram que o PCB 118, além de
ser encontrado em peixes, ja foi detectado em tecido adiposo humano, outros
mamiferos e aves e seus efeitos estdo associados a desequilibrios enddcrinos,
hepaticos e na reproducédo (ATSDR, 2000). Outro dado importante € que a resposta

dos animais mediante exposicdo aos PCBs e congéneres varia significativamente,

2 Fator de equivaléncia toxica (TEF, do inglés Toxic Equivalent Factor) expressa a toxicidade de dioxinas,
furanos e PCBs em termos da maioria das formas téxicas de dioxina. A toxicidade de cada congénere
pode variar por ordens de magnitude. A partir dos TEFs, a toxicidade de uma mistura de compostos de
dioxinas e similares a dioxinas pode ser expressa em um Unico nimero - a equivaléncia téxica (TEQ, de
toxic equivalent). O conceito de TEQ tem sido desenvolvido para facilitar a avaliacdo de riscos e controle
regulatério.


http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Toxicidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dibenzodioxinas_policloradas
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Dibenzofuranos_policlorados&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bifenilpoliclorado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cong%C3%AAnere
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ordem_de_magnitude
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Avalia%C3%A7%C3%A3o_de_risco&action=edit&redlink=1
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refletindo os diferentes mecanismos de acdo ou o0 metabolismo seletivo dos
congéneres individualmente (OLIVEIRA RIBEIRO, et al., 2008).

A Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ASTDR, 2000)
estabelece que a ingestdo diaria de PCBs via alimentos ndo deva ultrapassar 0,03
ug/kg/dia - dose minima que teoricamente ndo oferece riscos ao organismo. E
importante notar, entretanto, que a média do somatério dos PCBs encontrados no
tecido muscular dos peixes analisados neste trabalho foi de 0,06 ug e desta forma, o
consumo relativamente constante destes animais poderia expor a populacdo humana a
doses de PCBs que estdo associadas a desequilibrios fisiol6gicos no organismo.

O hexaclorociclohexano (HCH) e seus isdmeros foram detectados no figado e
musculo dos peixes estudados neste trabalho, no entanto, da mesma forma que outros
pesticidas organoclorados, a maior concentracao foi detectada no figado. O HCH € um
quimico sintético que pode ser encontrado sob a forma de oito isbmeros e, embora este
composto ndo seja mais utilizado como inseticida em muitos paises, os isbmeros a, 3,
Yy, € 6-HCH tém sido econtrados no solo e aguas superficiais porque persistem no
ambiente. Outro problema associado ao HCH é que esta molécula pode permanecer no
ar por longos periodos e se locomover por longas distancias, dependendo das
condicdes do ambiente (ATSDR, 2003). A populacdo em geral é predominantemente
exposta ao HCH pelo consumo de alimentos contaminados e ha menor exposicao
através da ingestdo de agua e inalacdo de ar. Segundo Gunderson (1995), a estimativa
de ingestéo diaria pela dieta do HCH e isdmeros deve variar entre 0,5 e 1,0 ng/kg/dia
para o a e y-HCH e 0,1 ng/kg/dia para o B-HCH. O HCH esta relacionado a danos
hepaticos, reprodutivos, imunolégicos e nervosos caso internalizado pelo organismo.
Os danos relacionados a neurotoxicidade foram evidenciados neste estudo pelas
correlagcdes positivas encontradas entre a atividade da colinesterase muscular e os
isbmeros do HCH. Este efeito € visivel mesmo levando-se em consideracado a presenca
dos outros poluentes. A exposicdo aguda e de duracao intermediaria de animais a altas
doses orais e dermais de y e B-HCH, afeta o sistema nervoso central causando

transtornos de comportamento, convulsées e coma (ATSDR, 2003).
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Os pesticidas organoclorados DDT, endosulfan e dieldrin tém sido associados a
inducdo de apoptose e estresse oxidativo desencadeando a via apoptética mitocondrial
nas células de organismos expostos (KAUR et al., 2007; AHMED et al., 2008; SONG et
al., 2008). Além disso, € considerado um carcindgeno pela IARC (2002) (International
Agency for Research on Cancer) podendo também prejudicar o sistema nervoso. De
acordo com a ATSDR (2002), a principal forma de exposi¢cdo humana a este composto,
€ atraveés da ingestdo de alimentos contaminados, como peixes, que sdo provenientes
de areas onde o DDT ainda é utilizado ou onde seus residuos ainda estéo disponiveis.

Neste trabalho, a concentracdo de pesticidas organoclorados foi similar no
figado e musculo, conforme evidenciado pelos testes paramétricos comparativos.
Dentre os pesticidas de interesse, o DDT foi encontrado no figado e no musculo, mas a
presenca concomitante do seu principal metabdlito, o pp'-DDE, sugere uso crdénico no
passado. Os danos hepaticos como necroses e diferenciacdo tecidual que foram
observados nos animais estudados, sdo considerados danos severos e reforcam a
idéia de exposicao crénica sofrida pelos peixes neste ambiente. A concentracdo média
e méaxima de DDT detectada nestes animais foi de 29 e 210 ng/g (0,0002 mg/qg),
respectivamente, no tecido muscular que é justamente a por¢cado consumida na dieta.
Este dado é preocupante pois de acordo com a WHO 2002, (World Health
Organization), a dose minima diaria para ingestdo do DDT e seus metabdlitos é de 0,02
mg/kg. Miranda et al. (2008), encontraram uma concentragcdo média de 133 ng/g de
DDT e metabdlitos no tecido muscular do peixe predador Hoplias malabaricus na
mesma area onde o presente estudo foi realizado. Esta concentracdo é muito superior
aguela encontrada no peixe H. commersoni (29 ng/g) e comprova o fato de que peixes
gue estdo no topo da cadeia trofica bioacumulam maiores concentracdes de poluentes
bioacumulaveis no organismo. No entanto, analisando-se o fipronil, um inseticida muito
utilizado na medicina veterinaria contra pulgas e carrapatos, percebe-se que 0 mesmo
foi encontrado em maior concentracdo no figado do peixe H. commersoni (70,2 ng/g)
contra apenas 9.08 ng/g no mesmo 6rgéo de H. malabaricus. Estes dados comprovam

gue, além da posicdo ocupada pelos organismos na cadeia trofica, outras
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caracteristicas, que sao particulares de cada espécie, também influenciam os padrées
de bioacumulac&o dos poluentes.

Outro dado importante é que o0s niveis musculares e hepaticos de DDT
detectados no peixe H. commersoni, sdo maiores do que os niveis de seus metabdlitos
DDD e DDE. Deste modo, duas hipoteses foram levantadas para explicar esta
situacdo: (1) Isto pode ser indicativo de exposicdo cronica ao DDT por fonte de
exposicao constante, fato curioso ja que este pesticida foi banido ha muito tempo. (2) A
possibilidade de estar ocorrendo pouca metabolizacdo por diminuicdo da atividade das
enzimas relacionadas ao citocromo P450 devido a presenca dos outros poluentes. Se
considerarmos a segunda hipotese, este pode ser um exemplo de acédo antagbnica de
alguns poluentes diminuindo o efeito toxico de outro, classico quando discutimos a
exposicao a misturas complexas.

Os pesticidas banidos como o aldrin e dieldrin foram encontrados em grandes
guantidades no tecido muscular, provavelmente em decorréncia do seu uso extensivo
na agricultura local. Segundo a ATSDR (2002), estes pesticidas estdo relacionados a
algumas desordens neuroldgicas e esta afirmacao é corroborada neste trabalho com a
correlagdo encontrada entre o somatdrio do aldrin e dieldrin e a atividade da
colinesterase muscular.

Embora estudos prévios ja tenham investigado a concentracdo de POCs em
peixes nativos (TORRES et al., 2002; MIRANDA et al., 2008), este € o primeiro estudo
a demonstrar as concentracbes de DDT e seus metabdlitos na espécie H.
commersoni, contribuindo com dados inéditos acerca da contaminacdo ambiental de
ecossistemas aquaticos pelos POCs no Brasil.

Embora tenha-se observado lesdes importantes no figado dos animais
estudados, torna-se dificil correlacionar os danos com poluentes especificos, ja que
estes organismos estao sujeitos aos efeitos dos poluentes concomitantemente e todas
as suas interacfes, além da grande diversidade de compostos bioacumulados neste
orgao.

A ocorréncia de areas de necroses no figado foi a lesdo mais evidente neste

estudo. Considerada irreversivel, assemelha-se ao apresentado em varios estudos com
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peixes de areas impactadas por multiplos contaminantes (JOHNSON et al., 1993;
OLIVEIRA RIBEIRO et al.; 2000; MELA, 2004; OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005;
RABITTO et al., 2005, MIRANDA et al.,, 2008). A necrose hepatica pode resultar da
acdo de xenobidticos tendo como conseqiiéncia um conjunto de distlrbios sobre a
inibicdo enzimatica, alteracdo na estrutura da membrana plasmatica, distarbios na
sintese de proteinas e no metabolismo de carboidratos (ROBERTS, 1989; RABITTO et
al., 2005).

De acordo com Li et al. (2000) e Avci et al. (2005), a necrose é fortemente
associada ao estresse oxidativo, que é também induzido pelos POPs. Embora a
ocorréncia de areas necréticas ndo tenha correlacédo especifica com um determinado
contaminante, a ocorréncia de necroses tem sido frequentemente observada em areas
associadas a presenca de organoclorados (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; MIRANDA
et al., 2008).

InfiltracBes leucocitarias no figado que foram encontradas em boa parte das
amostras indicam estresse e alteracfes fisioldgicas do animal, sendo a elevacdo no
namero de leucécitos sinalizadora da presencga de infeccbes (WEDEMWYER et al.,
1990). A infiltracdo leucocitaria também estd frequentemente associada a outras
alteracdes, sendo dificil considera-la como um Unico padrédo de reacao, porém, de uma
forma geral, suas funcdes estdo relacionadas a neutralizar e destruir a fonte agressora,
realizando a limpeza do tecido, retirando o agente agressor e células mortas, além de
induzir a recuperacao do tecido lesado (BERNET et al. ,1999).

A auséncia de melano-macrofagos sugere uma imunossupressao nos individuos
estudados neste trabalho por exposicdo aos poluentes organopersistentes. Este fato foi
também observado por MIRANDA et al. (2008) em Hoplias malabaricus. Em relacdo a
histopatologia das branquias foi observado na espécie que a principal lesdo foi a
ocorréncia de neoplasias. A presenca de neoplasias em branquias € descrita por Ali e
Sreekrishnan (2001) e Shailaja e D Silva (2003), como causa de uma disfuncéo celular
proveniente de uma hiperplasia em situacéo de exposi¢cao cronica a certos poluentes e

pesticidas clorados, corroborando os dados apresentados neste estudo.
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O sistema de defesa antioxidante esta sendo cada vez mais estudado devido ao
seu potencial em fornecer biomarcadores em baixos niveis de organizacdo bioldgica
gue podem ser utilizados em programas de monitoramento ambiental (WINSTON e DI
GIULIO, 1991; ORUC et al.,, 2004). J& que os peixes respondem a exposicdo a
poluentes alterando ou adaptando suas funcdes metabdlicas (BEBE e
PANEMANGALORE, 2003), neste estudo, também foram investigados parametros
relacionados ao estresse oxidativo como biomarcadores da exposicdo a misturas
complexas.

Alteracbes encontradas na atividade de enzimas antioxidantes por exposicao a
poluentes sugerem gue mudancas observadas podem ser uma resposta adaptativa as
espécies reativas do oxigénio. Além disso, a atividade destas enzimas pode ser
estimulada ou inibida sob a acdo de estresse quimico dependendo da intensidade e
duracdo do estresse aplicado bem como da susceptibilidade da espécie exposta.
(BALLESTEROS et al., 2009). De acordo com Cheung et al. (2001), um aumento na
concentracdo do xenobidtico e consequente inducdo de atividade antioxidante nédo é
uma regra geral. No presente trabalho, procurou-se estabelecer correlacdo entre a
bioacumulacdo dos PCBs e POCs e a atividade de enzimas e moléculas antioxidantes,
niveis de peroxidacdo de lipidios e atividade das enzimas colinesterases muscular e
cerebral.

As enzimas CAT e GPx possuem fun¢des complementares na detoxificacdo do
peroxido de hidrogénio mas estéo localizadas em diferentes compartimentos celulares,
a primeira nos peroxissomos e a segunda no citosol (BARATA et al., 2005). No
presente trabalho, a atividade destas enzimas ndo apresentou correlacdo com a
concentracdo dos POPs detectados, no entanto, alguns trabalhos descrevem aumento
da atividade da CAT em diferentes espécies de peixes expostos a PCBs (RUDNEVA-
TITOVA e ZHERKO, 1994; SCHLEZINGER e STEGEMAN, 2001). A diminuicdo na
atividade da GPx mediante exposicdo a organoclorados foi descrita por Videla et al.
(1990) e, segundo Bainy et al. (1996), isto pode ocorrer devido a inibicdo da sintese da
enzima pelos pesticidas. A menor atividade da GPx em peixes pode comprometer a

protecdo das membranas celulares, j& que esta enzima é reconhecida por exercer
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importante papel na protecdo de membranas contra os danos causados pela
peroxidacao lipidica (VAN DER OOST et. al., 2003).

As isoformas de GST estdo envolvidas com o metabolismo dos POCs
(FITZPATRICK et al., 1997) e catalizam a conjugagcdo de varios compostos com a
GSH. Sob condicbes de estresse oxidativo, a inducdo destas enzimas é uma
importante resposta ao estresse derivado de poluentes (SOLE, 2000). Neste estudo, foi
encontrada correlacdo negativa entre a atividade da GST e concentracdo do PCB 153,
indicando uma possivel modulacéo deste composto na atividade desta enzima.

A G6PDH é uma enzima produtora de NADPH, reguladora na biotransformacéo
de xenobidticos e atuante na defesa contra o estresse oxidativo. (SPOLARICS, 1998;
BIAGIOTTI et al., 2000). Neste estudo, foi possivel perceber que, dentre os poluentes
correlacionados, a atividade desta enzima apresentou maior sensibilidade aos PCBs,
isto €, ao PCB 153, 118 e ao somatorio dos PCBs sob a forma de dioxinas.

Como esta enzima também é importante para a manutencédo dos niveis de GSH,
protegendo as células dos danos em lipidios e morte celular (FILIPAK NETO et al.,
2008), os peixes que apresentam a atividade desta enzima alterada podem ser mais
susceptiveis aos danos oxidativos. Outros estudos demonstram efeitos de poluentes
organicos na atividade da G6PDH: Apoés tilapias terem sido expostas a PCBs por
longos periodos, Bainy et al. (1996), observaram inducédo na atividade desta enzima.
De acordo com Winzer et. al. (2002), a resposta de hepatécitos a estressores
oxidativos é a inativacdo da G6PDH, que pode causar maior susceptibilidade a
toxicidade de xenobioticos.

Vérios estudos tém detectado aumento da peroxidacao lipidica em organismos
aguaticos expostos a altas concentracfes de xenobidticos na agua (GABRYELACK e
KLEKOT, 1985; WENNING e DI GIULIO, 1988; BANO e HASAN, 1989; RIBERA et al.,
1991; THOMAS e WOFFORD, 1993). Neste trabalho, os niveis de peroxidagdo de
lipidios foram baixos, comparados aos dados obtidos in vitro com a mesma espécie e
com outros estudos envolvendo quantificacdo dos niveis de LPO em peixes expostos a
misturas complexas de poluentes (FERREIRA et al., 2010; RICHARDSON et al., 2008).
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A extencdo dos danos biologicos causados pela geracdo de oxirradicais pode
ser minimizada pelas defesas antioxidantes, ou seja, a LPO é normalmente observada
na auséncia de defesas antioxidantes eficientes. Assim, parece provavel que enzimas
antioxidantes como a SOD, CAT e GPx tenham promovido defesas contra a
peroxidacdo de lipidios nos peixes estudados neste trabalho, jA que a atividade das
mesmas pode nao ter sido alterada pela bioacumulac¢do dos POPs.

A enzima superéxido dismutase também tem sua importancia reconhecida como
antioxidante sendo responsavel por catalisar a conversdo de anions superoxidos
reativos em oxigénio e peréxido de hidrogénio, uma espécie reativa menos toxica. Sob
condi¢Bes naturais (organismos ndo expostos a agentes tdxicos ou estressores), a
SOD e GPx estéo entre as defesas antioxidantes mais importantes (JANSSENS et al.,
2000; LUSHCHAK et al., 2001). Entretanto, sob condi¢cbes de estresse causado por
xenobidticos tais como os PCBs, provavelmente a SOD é compensada em importancia
por outras defesas antioxidantes como a catalase (VEGA LOPEZ, 2007).

Os parametros relacionados ao estresse oxidativo e ao equilibrio do ambiente
intracelular redox aqui analisados, indicam que a espécie H. commersoni, pode nao ser
tdo sensivel a bioacumulagdo dos poluentes ou que as concentracdes detectadas ndo
estdo associadas a desequilibrios no ambiente redox dos hepatdcitos. Esta observacéo
corrobora os resultados obtidos no segundo capitulo e refor¢ca a hipotese de maior
resisténcia desta espécie em relacdo a outras. Além disso, é muito importante
considerar que estes animais estdo expostos naturalmente a varios tipos de poluentes
concomitantemente, por isso, torna-se dificil estabelecer relacbes diretas entre a
bioacumulacdo de um poluente especifico e alteracdo de alguma enzima ou molécula
antioxidante. Além disso, diferentes padrdes de bioacumulacdo dos POPs foram
observados nos individuos estudados neste trabalho e este fato também pode

influenciar algumas respostas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que exemplares da espécie H. commersoni expostos
naturalmente a poluentes organopersistentes, independente de sua posi¢cado na cadeia
trofica, bioacumulam estes compostos e atuam como fonte de risco para a populacao

humana.

Os dados provenientes das analises quimicas demonstram que poluentes que ja
tiveram seu uso banido ainda persistem no ambiente e sdo facilmente internalizados

pelos organismos expostos.

As analises histopatologicas do figado demonstram que a integridade deste 6rgao esta
afetada pela exposicao aos POPs, no entanto, ndo é possivel relacionar as lesdes a
um tipo especifico de poluente.

A atividade da enzima colinesterase muscular foi o parametro bioquimico que mais

apresentou correla¢des com a bioacumulacdo dos pesticidas no masculo e no figado.

N&ao foi possivel estabelecer correlacdes suficientes entre a bioacumulacdo dos POPs
e 0s parametros relacionados ao ambiente redox que indicassem a ocorréncia de

estresse oxidativo nos organismos estudados.
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RESUMO

As nanotecnologias sdo uma das mais inovadoras e crescentes areas da ciéncia e
economia na atualidade. No entanto, os riscos ao ambiente e a satde humana devido a
liberacdo das nanoparticulas industriais no ambiente aquatico sdo pouco conhecidos.
Uma vez em contato com 0S organismos aquaticos eucariotos, estas particulas podem
ser internalizadas pelas suas células através das rotas endociticas, 0 que pode,
potencialmente, implicar em prejuizos para o funcionamento das células. Diante do
exposto, o0 presente trabalho teve como principal objetivo estudar a absorcao,
acumulacado, cinética de depuracdo e localizacdo intracelular de nanoparticulas de
prata (*'°Ag) radio-marcadas e sem marcacdo na espécie de peixe Salvelinus alpinus,
através de exposicdo hidrica e tréfica. Para conhecer a cinética de absorcdo e
eliminacdo das nanoparticulas, 8 animais foram expostos por via hidrica a uma
concentracdo de aproximadamente 650 ng/L e, através da técnica de autoradiografia
(WBARG - whole-body autoradiography), foi possivel perceber que todos os animais
absorveram rapidamente - em 6 horas - as nanoparticulas, e ao longo de 11 dias,
foram capazes de elimina-las em quantidades consideraveis. Os peixes foram
sacrificados ao longo deste periodo de 11 dias e foi constatado que as nanoparticulas
acumularam-se em regides variadas como branquias, olhos e principalmente no figado.
Outros dois experimentos foram realizados utilizando-se nanoparticulas sem marcacao
para investigar a localizacéo intracelular das mesmas através de exposi¢do hidrica e
trofica. No primeiro experimento, os animais foram expostos a uma concentracdo de
9,464 ng/mL de ''° Ag durante 24 horas e amostras de figado e branquias foram
recolhidas para analise através de microscopia eletrdnica de transmissdo. Para o
experimento de exposicao trofica, as nanoparticulas foram adicionadas a racédo e cada
peixe recebeu aproximadamente 160 ng das mesmas. Amostras de figado, estbmago e
intestinos foram também preparadas para andlise através da microscopia eletrdnica e
desta forma foi possivel conhecer a localizacdo intracelular das nanoparticulas, que
variaram sua distribuicdo e estado dependendo do individuo e tecido analisado. Os
resultados permitiram concluir que a espécie estudada apresenta rapida absorcédo e
eliminacdo das nanoparticulas, porém novos estudos sdo necessarios para conhecer a
biodisponibilidade e toxicidade das nanoparticulas nesta, e em outras espécies.

Palavras-chave: nanoparticulas, autoradiografia, Salvelinus alpinus.
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1. INTRODUCAO
As nanotecnologias compde um novo ramo da ciéncia que reune diversas areas

do conhecimento e tem desenvolvido uma série de materiais e aplicacbes que
melhoram a vida do homem. Ha algum tempo, nanotecnologias tém utilizado materiais
a partir de ferro ou silica em escalas extremamente pequenas devido ao
reconhecimento de propriedades especiais ligadas ao tamanho destas moléculas
(reatividade, condutibilidade e sensibilidade Optica). A partir disto, nanoparticulas tém
sido utilizadas em diversas tecnologias, de equipamentos eletrdnicos a pesquisas com
o cancer (RENAULT, 2008).

Apesar das nanotecnologias serem uma das mais inovadoras e crescentes
areas da economia e da ciéncia, seus produtos podem apresentar uma grande
variedade de riscos ao ambiente e a saude humana. As propriedades especificas e o
pequeno tamanho das nanoparticulas e nanotubos (~1 a 100 nm) possibilitam a estas
moléculas ligarem-se e transportarem poluentes quimicos téxicos, além da
possibilidade de serem toxicas gerando radicais livres. Existem varias evidéncias que
apontam efeitos danosos da combustdo derivada de nanoparticulas, que, quando
inaladas podem causar um grande numero de patologias pulmonares em humanos e
outros mamiferos. Outro grave problema é a liberacdo de nanoparticulas industriais em
ambientes aquaticos, uma area pouco conhecida e carente de estudos (MOORE,
2006).

Pelo fato deste tipo de tecnologia ser relativamente recente, muito pouco tem
sido feito para estudar e avaliar seus riscos em sistemas biolégicos. Além disso, a
preocupacdo em relacdo ao uso dos produtos nanotecnoldgicos tem sido crescente
entre 0 publico e a midia (COLVIN, 2004; DOWLING, 2004; HOWARD, 2004).
Nanoparticulas inorganicas tém sido encontradas em tecido de rins e figado humano
(GATTI e RIVASI, 2002). Estes autores cunharam o termo “nanopatologia” e acreditam
gue estas particulas, que tém origens exogenas, podem estar relacionadas a
granulomas nos tecidos estudados.

O tamanho das particulas, em si, pode ser determinante na toxicidade direta e
em patologias e a biodegradabilidade pode ser mais um fator que influencia
diretamente efeitos bioldgicos perigosos. (BROWN et al., 2001; HOET et al., 2004;
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HOWARD, 2004). O conhecimento sobre os efeitos toxicos das nanoparticulas € muito
limitado e quase inexistente em animais aquaticos. Além disso, pouco se sabe sobre a
absorcdo de nanoparticulas pelos sistemas biolégicos que sdo facilitados pelas vias
caveolares e endociticas nas células (PANYAM et al., 2003; PELKMANS e REIMAN et
al., 2004).

Nanoparticulas, exceto aquelas provenientes de fontes naturais, como sal
marinho, poeira vulcanica e combustdo de alguns produtos, s6 ocorreram em
quantidades significativas apds a revolucdo industrial (COLVIN, 2004; HOWARD,
2004). Deste modo, uma preocupacdo corrente entre toxicologistas ambientais e
patologistas € que as nanoparticulas industriais podem representar, de maneira unica,
um novo desafio aos organismos, ja que tais materiais ndo eram habitualmente
encontrados por estes organismos durante o curso da evolugdo biolégica (DOWLING,
2004; COLVIN, 2004; HOWARD, 2004; WARHEIT, 2004). Consequentemente, havera
pouca ou nenhuma pressao seletiva por sistemas defensivos e protetores que venham
de encontro a quaisquer propriedades adversas que tais particulas possam apresentar,
além daquelas ja conhecidas por produtos de combustdo, cinza vulcanica, metais
toxicos e xenobibticos organicos.

A absorcao de nanoparticulas pela inalagdo ou ingestdo parece ser a principal
via de entrada destas moléculas em organismos terrestres (BRIGGER et al., 2002;
DOWLING, 2004; COLVIN, 2003; HOWARD, 2004; WARHEIT, 2004). Entretanto, para
0S animais aquaticos, parecem existir outras rotas de entrada como absorcdo direta
pelas branquias e pela superficie epitelial. A nivel celular, a maior parte da
internalizacdo ocorre via endocitose ou através da superficie celular envolvendo os
“lipid rafts” associados as caveolas que evitam a degradacdo do material internalizado
pelo sistema endossomal/lisossoma (NA et al., 2003; PANYAM et al., 2003). Esta via
tardia € uma rota utilizada por muitos patdgenos virais; e na nanotecnologia médica
muitas das nanoparticulas sdo direcionadas a entrar em células-alvo através destas
vias (NA et al., 2003; PANYAM et al., 2003).

As nanoparticulas tém uma area de superficie proporcionalmente grande e esta

superficie pode apresentar grande afinidade por metais e por compostos quimicos
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organicos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH’s), aumentando a
toxicidade destas particulas (CHENG et al.,, 2004). Esta area de superficie pode
resultar na formacédo direta de radicais reativos do oxigénio, que podem prejudicar
estruturas como as moléculas de DNA, proteinas e membranas celulares (BROWN et
al., 2001). Além disso, a facilidade das particulas em penetrar nas células, fornece
rotas potenciais para a entrada de nanoparticulas associadas a poluentes em locais
onde eles normalmente ndo chegariam (BERRY et al., 2004; LACAVA et al., 2003; NA
et al.,, 2003; PANYAM et al., 2003; PELKMANS e HELENIUS, 2002). Por isso, 0s
estudos de risco envolvendo nanoparticulas ndo devem se focar unicamente na
toxicidade inerente as NPs, mas também considerar as possiveis interacdes das
mesmas com poluentes ja existentes no ambiente (BAUN et. al., 2008).

Rejeitos industriais tendem a atingir facilmente os corpos d’agua e como as
atividades industriais envolvendo as nanotecnologias apresentam um crescimento
acelerado, é inevitavel que rejeitos nanotecnoldgicos também alcancem com facilidade
o ambiente aquéatico (HOWARD, 2004; ROYAL SOCIETY e ROYAL ACADEMY OF
ENGINEERING, 2004). Procariontes como bactérias podem estar mais bem protegidos
contra a entrada de varios tipos de nanomateriais por ndo possuirem mecanismos para
o transporte supra-molecular e coloidal de um grande volume de particulas através da
parede celular. Entretanto, para 0s organismos eucarioticos a situacdo €é muito
diferente, ja& que possuem processos celulares altamente especializados de
internalizacao de particulas em nanoescala (100 nm ou menos) e micro-escala (100 nm
— 100,000 nm) através de endocitose e fagocitose, respectivamente (NA et al., 2003;
PANYAM et al., 2003; PELKMANS e HELENIUS, 2002).

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas ja desenvolvidos pela ciéncia,
destacam-se as nanoparticulas de prata, que, devido as suas notaveis propriedades
antimicrobianas, estdo sendo utilizadas em varios produtos. As aplicacdes tipicas deste
tipo de nanoparticulas incluem o revestimento de roupas e tecidos, dispositivos
meédicos, armazenamento de alimentos, cosmeéticos, protetores solares, maquinas de
lavar roupas (JUNG et al., 2007), curativos e ataduras (ARORA et al., 2008), filtros para
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tratamento d'agua (LI et al., 2008), sensores (SCHRAND et al.,, 2008) e produtos
farmacéuticos (CHEN e SCHLUESENER, 2008; SUN et al., 2008).

Da mesma forma que outras nanoparticulas, alguns estudos sugerem que as
nanoparticulas de prata ndo possuem apenas ac¢des antimicrobianas, mas apresentam
propriedades citotoxicas (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005) e induzem a formacéo de
EROs no interior das células (HUSSAIN et al., 2005). Produtos consumiveis que
contém nanoparticulas, como maquinas de lavar, roupas e produtos de higiene e
cuidado pessoal, provocam a liberacdo de nanoparticulas diretamente nos esgotos das
fabricas onde sdo produzidos, e, futuramente, promovem a liberacdo das mesmas nos
ecossistemas aquaticos, contaminando 0s organismos que vivem nestes locais.

Nos ultimos anos, as nanoparticulas de prata tornaram-se assunto de grande
preocupacio no que se refere a nanotoxicologia aquéatica (FARRE et al., 2009) pois é
uma tarefa dificil monitorar estas particulas no ambiente aquético e ter acesso aos seus
efeitos em organismos que vivem nestes locais (DOMINGOS et al., 2009). O destino
das nanoparticulas no ambiente aquatico, suas interacbes com 0S componentes
bidticos e abibticos e seu potencial em causar danos sdo pouco entendidos e estas
incertezas estdo gerando preocupacdes em relacdo aos riscos que estas moléculas
imp0e a saude humana e ao ambiente (SCOWN et al., 2010).

Concentracfes ambientais de nanoparticulas de prata ndo tém sido
determinadas, mas estimadas na agua em ambientes naturais, e encontram-se entre
0.03 e 500 ng/L (LUOMA, 2008). O emprego de nanoparticulas de prata na composicao
de meias com funcao bactericida € provavelmente a principal fonte de nanoparticulas
de prata no ambiente aquéatico. BENN e WESTERHOFF (2008) demonstraram que a
lavagem de meias impregnadas com nanoparticulas de prata resulta na liberacdo de
mais de 1300 pg de prata/L, sendo que boa parte desta encontra-se na forma
nanoparticulada.

Muitos fatores influenciam na toxicidade que atinge 0s organismos expostos em
ambientes naturais através de efeitos provenientes do comportamento de agregacéao e
biodisponibilidade das nanoparticulas, incluindo o pH, concentracbes ibnicas e

interacbes entre as nanoparticulas e materiais organicos e coldides naturais



99

(BAALOUSHA et al., 2008; HANDY et al., 2008). A solubilidade é também um
importante fator a ser considerado na toxicidade de NPs de prata e, fatores que afetam
a solubilidade, como a presenca de algas (NAVARRO et al.,, 2008), podem também
influencia-la. Outros estudos tém demonstrado que o tamanho das nanoparticulas é
crucial para sua internalizacdo (LIMBACH et al., 2005) e deste modo, a toxicidade
também esta relacionada a esta caracteristica (FUJIWARA et al., 2008; CARLSON et
al., 2008).

Nanoparticulas de prata tém sido reconhecidas por causar toxicidade em
linhagens celulares de vertebrados gerando espécies reativas de oxigénio (HUSSAIN
et al.,, 2005; SCHRAND et al., 2008), apoptose (PARK et al., 2007), aumento de
peroxidacdo de lipidios (ARORA et al., 2008) e reducdo da funcdo mitocondrial
(SCHRAND et al., 2008). Além disso, um estudo recente realizado por LARESE et al.
(2009) demonstrou absorcao de nanoparticulas de prata na superficie da epiderme de
pele humana tanto intacta quanto danificada.

E importante destacar que existem diferencas entre a prata em sua forma iénica
e agregada formando nanoparticulas, principalmete no que diz respeito a toxicidade,
disponibilidade aos organismos e comportamento no ambiente. Segundo WALKER et
al. (2008), uma maior toxicidade da prata nanoparticulada, comparada aos ions de
prata, pode ser resultado da sua forma e/ou tamanho, da liberacdo dos ions de prata
ou a combinacgéo de ambos.

Ja que o mecanismo de toxicidade das nanoparticulas de prata em peixes ainda
nao é totalmente conhecido (SCOWN et al., 2010), no presente capitulo buscou-se
investigar a absorcdo, dindmica e possiveis efeitos toxicos destas nanoparticulas em

peixes da espécie Salvelinus alpinus.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a absorcdo, acumulacdo, depuracdo cinética e localizacdo intracelular e

tecidual de nanoparticulas de prata em Salvelinus alpinus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a distribuicdo das nanoparticulas em todos os tecidos da espécie estudada

utilizando técnicas de autoradiografia;
Analisar a taxa de eliminacdo das nanoparticulas pelos peixes expostos;
Avaliar através da microscopia eletrbnica de transmissdo, a localizacdo das

nanoparticulas de prata no interior das células de tecidos alvo, bem como possiveis

efeitos citotdxicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e nanoparticulas utilizadas

Em todos os experimentos foram utilizados exemplares de peixes da espécie
Salvelinus alpinus (Figura 20), um tipo de truta que habita algumas areas da Europa
desde o Atlantico norte até o sul da Noruega ao norte do Reino Unido, Escandinavia,
Finlandia, nos Alpes e também na América do norte em Quebec (Canada) e em Maine
e New Hampshire (EUA). Apresenta habito bentopelagico e € uma espécie anadroma
que alimenta-se de crustaceos planctonicos, moluscos, insetos e pequenos peixes. E
uma espécie extremamente sensivel a poluicdo aquatica e oscilacbes no nivel de
oxigénio na agua (FISHBASE, 2010). Foram utilizados animais juvenis com idade de 9
meses, 8 a 14 cm, aclimatados e mantidos em laboratério em tanques de 70 litros,
com &gua doce em sistema de fluxo continuo. A temperatura da 4gua oscilou entre 8 e
12 °C durante o periodo dos experimentos.

Os experimentos descritos a seguir foram realizados nas dependéncias do
Institut des Sciences de La Mer, Université du Québec a Rimouski, no Canada e as
nanoparticulas utilizadas neste estudo (**°’AgNP < 60 nm) (Figura 21) foram produzidas

e caracterizadas pelo préprio laboratorio onde os experimentos aconteceram.

Figura 21: Nanoparticulas de
prata observadas através de
microscopia eletrdnica de
transmisséo. Barra = 500 nm.

Figura 20: Exemplar da espécie Salvelinus alpinus
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3.2. Experimento de exposic¢ao hidrica as nanoparticulas (NPs) radiomarcadas
Apés a realizacdo de testes prévios para padronizacdo, 16 exemplares de
Salvelinus alpinus foram separados em dois grupos e dois aquarios com oxigenacao
constante mas sem fluxo continuo de agua contendo 8 animais cada. O primeiro grupo
foi exposto & nanoparticulas de prata (**°Ag < 60 nm) numa concentracdo de 656,28
ng/L e o segundo grupo foi exposto a ions de prata (Ag) dissolvida, cuja concentracdo
era de 2,51 ng/L. Este segundo grupo foi utilizado para estabelecer um parametro de
comparacdo e para se conhecer a dindmica dos ions de prata dissolvidos em agua,
gue também podem estar presentes ou serem formados no ambiente onde as
nanoparticulas de prata estdo presentes. Tanto as NPs quanto a prata na forma idnica
foram adicionadas na agua dos aquarios onde o0s peixes estavam presentes. Os
animais ficaram expostos as NPs e & prata dissolvida durante 6 horas. Durante este
periodo, a radioatividade emitida pela agua era medida constantemente em leitor
especifico para acompanhar a absorcdo dos radioisétopos pelos peixes. ApOs o
periodo de exposicdo, os peixes foram mantidos em sistema de fluxo continuo de 4gua
e 2 exemplares foram sendo sacrificados e analisados através da técnica de
autoradiografia apos 0, 1, 5 e 11 dias de depuracdo para conhecer a localizacao e

distribuicdo das NPs e ions de prata ao longo do organismo.

3.3. Deteccdo da atividade emitida pela prata radiomarcada - “in vivo gamma
counting” (IVGC)

Para monitorar a absorcdo e eliminagéo da prata (**®"Ag), os peixes expostos
foram anestesiados (MS222 0,1g/L) e a radiacdo emitida pela prata radiomarcada foi
monitorada utilizando-se um sistema de contagem de raios gama in vivo em Detector
Gama de 76 mm Nal (TI) (Canberra-Packard, Meriden, CT), encaixado num cilindro de
chumbo de 2 cm de espessura contendo um revestimento interno de cobre. A
deteccdo foi realizada pelo aparato a uma distancia de 8 cm acima do peixe. A
emissdo de raios 573 keV emitidos pela *°"Ag nos peixes foi monitorada durante 6 a 7
minutos apos as 6 horas de exposicdo a prata radioativa e apoés 1, 5 e 11 dias,
correspondentes aos periodos de depuracdo. Os peixes ndo demonstraram qualquer

alteracdo proveniente da manipulacdo que € exigida por esta técnica, ja que
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alimentaram-se e comportaram-se normalmente e seu aspecto fisico ndo sofreu
alteracdes. A atividade da ''°"Ag foi quantificada com o programa Genie-PC Gamma
Analysis software (Canberra-Packard). Apds ajustes, a atividade foi calibrada com
padrdes de °"Ag com a mesma geometria que foi utilizada para a quantificacdo das

amostras.

3.4. Autoradiografia (WBARG - “Whole-body Autoradiography”)

Apés anestesia letal (MS222 0,1g/L), os peixes foram incluidos em gel de
carboximetilcelulose e congelados em nitrogénio liquido. Foram obtidos cortes
congelados (20 um) de diferentes partes do corpo a -25°C, em micrétomo LEICA
CM3600, que foram coletados em fita adesiva e desidratados no interior do micrétomo.
Os cortes foram colocados em contato com telas de fosforo (Cyclone Storage Phosphor
Screen, Canberra-Packard) protegidos da luz e da radiacdo cdésmica. Apos o periodo
de sensibilizacdo das telas de fosforo (3 dias), os cortes foram removidos, as telas

escaneadas e a distribuicdo da radioatividade visualizada.

3.5. Experimento de exposicdo hidrica as NPs sem marcacéo

Para analisar a localizagdo intracelular das NPs através da microscopia
eletrbnica de transmissédo (MET), 8 animais foram expostos a uma concentracéo de 9,
464 ng/mL de nanoparticulas *°"Ag pelo periodo de 24 horas em um Unico aquario
com oxigenacdo e sem fluxo continuo de 4gua. Ao mesmo tempo e nas mesmas
condicdes, 4 animais foram utilizados para compor o grupo controle em outro aquario.
Logo apos o periodo de exposicdo, 2 peixes de cada grupo foram sacrificados e os
demais foram colocados em tanques com agua em fluxo continuo para depuracdo
pelos periodos de 1, 5 e 8 dias. Amostras das branquias, figado, rins e masculo foram

coletadas e processadas para analise através de MET.

3.6. Experimento de exposicao tréfica as NPs sem marcacéo
Com o mesmo intuito de conhecer a localizagdo intracelular das NPs, porém via

exposicéo tréfica, 8 animais foram expostos as NPs através de alimentagcédo for¢ada.
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Os peixes foram previamente anestesiados (MS222 0,1g/L) e um pellet de ragéo
contaminada com aproximadamente 160 ng de NPs foi delicadamente introduzido no
estbmago dos animais utilizando-se um bastdo de vidro delgado. Logo apés a
introducdo do pellet, os animais foram colocados em aquarios individuais e
monitorados por um periodo de 4 horas para garantir que n&o regurgitassem o alimento
recebido. Apds este periodo, considerou-se tempo zero e 2 animais foram amostrados.
Os demais peixes permaneceram em tanques com oxigenacdo e fluxo continuo de
agua pelos periodos de 1, 5 e 8 dias. Amostras de branquias, figado, estbmago, rins e
intestinos foram coletadas e processadas para analise através de MET e ML.

3.7. Microscopia eletrénica de transmisséao

Os tecidos foram fixados em solucdo de Karnovsky modificado (glutaraldeido a
2,5%, paraformaldeido a 1%, CaCl, a 5 mM, NaCl a 20 mM, cacodilato de sédio 100
mM, pH 7,2-7,4) por 2 horas, poés-fixados em tetréxido de 6smio (2%) por 1 h,
desidratados em série crescente de etanol (50, 70, 80, 90, 100, 100%) e oOxido de
propileno por 2-5 min e embebidos com resina PoliEmbed 812 DER736 (Polysciences),
conforme procedimento rotineiro. Apos polimerizacdo por trés dias a 60°C, cortes
ultrafinos (70nm) foram obtidos no ultramicr6tomo Leica Ultracut, contrastados com
acetato de uranila a 5% por 20 min e citrato de chumbo alcalino por 5 min e analisados

sob o microscépio eletrénico de transmissédo JEOL — 1200 EXII.

3.8. Microscopia de luz

As amostras de figado, branquias, estbmago, rins e intestinos foram
preservadas em solucao fixadora de Alfac durante 16 horas, em seguida, passaram por
uma bateria crescente de etanol para desidratacéao (70% a 100%) e foram emblocadas
em resina Paraplast Plus (Sigma®). Cortes de 5um de espessura foram obtidos e
montados em lamina com albumina 1% e posteriormente corados com Hematoxilina e

Eosina.
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4. RESULTADOS

4.1. Absorcao e eliminagéo das NPs

Através das andlises, foi possivel perceber que houve absorcdo das
nanoparticulas pelos peixes expostos e que, ao longo do tempo, os individuos foram
capazes de elimina-las em quantidades consideraveis. Por meio da radiomarcacéo das
nanoparticulas, foi possivel determinar a radiagcdo emitida pelas mesmas ao longo do
periodo destinado a eliminacdo. Os resultados apresentados pela figura 22
demonstram que todos os animais, em diferentes intensidades, internalizaram as NPs
no tempo zero, ou seja, logo apos as seis horas de exposicdo. Observando-se 0s
dados, pode-se perceber que houve consideravel capacidade de eliminacdo das NPs
pelos peixes 24 horas apdés a exposicdo. Um padrdao semelhante de eliminacdo
também foi observado 5 dias apds a exposicdo. Passados onze dias do periodo de
eliminacdo, analisou-se novamente a radiacdo emitida pelos peixes e observou-se

novamente capacidade de eliminacdo das NPs em relacéo ao 5° dia.

4.2. Absorcéao e eliminacéao da Ag dissolvida

Os animais expostos aos ions de prata também acumularam quantidades
significativas do metal ao longo do periodo de exposicdo. De forma semelhante ao
observado para as NPs, os peixes deste grupo também foram capazes de eliminar os
ions de prata principalmente ap6s 24 horas a partir do inicio do periodo destinado a
eliminacdo. No entanto, ndo foram observados niveis significativos de eliminacao apoés
5 e 11 dias ja que os niveis de radiacdo emitidos permaneceram proximos daqueles

detectados apds 24 horas (figura 22).
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Figura 22: indices de absorcéo e eliminacdo das NPs e de prata radiomarcadas em peixes
Salvelinus alpinus desde o final da exposicdo até o 11° dia de depuracdo. Os dados
representam a média da radiacdo emitida pelos animais individualmente.

4.3. Autoradiografia: Distribuicao tecidual das NPs e Ag dissolvida

As analises provenientes da autoradiografia corroboraram o0s resultados
provenientes das andlises de absorcdo e eliminacdo das NPs e ions de prata. A partir
destes resultados, foi possivel observar a distribuicdo da prata radiomarcada ao longo
do organismo dos animais estudados e verificar a presenca da mesma em regides do
sistema digestorio, musculos e até mesmo em alguns 0Ssos.

De acordo com a Figura 23 A, é possivel perceber intensa marcacao na regido
préxima a nadadeira dorsal, regido correspondente ao local onde uma pequena agulha
foi introduzida para fixar a etiqueta de identificacdo dos peixes durante o experimento.
E bastante provavel que as NPs tenham penetrado na regido deste pequeno ferimento.

A Figura 23 E apresenta a imagem de um animal analisado logo apés o término
do periodo de exposicdo onde verifica-se acumulo de NPs na estrutura branquial.
Peixes expostos a prata dissolvida também possuem marca¢édo nas branquias (Figura
23 F). Acumulacdo de prata, tanto na forma dissolvida quanto particulada, foi
encontrada no figado 5 dias apés a exposicdo, indicando que ha mobilidade das NPs
ao longo do organismo destes peixes (Figuras 23 B, C, D). Apesar da exposicao ter
sido realizada pela via hidrica, alguns animais que foram expostos a prata dissolvida,

apresentaram este metal acumulado em regides finais dos intestinos (Figura 23 C).
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E interessante notar que os dois animais expostos as NPs que tiveram um
tempo maior para depuracdo, apresentaram apés este periodo, marcacdes na regiao
dos ossos da cabeca. Isto indica que, de alguma forma, as nanoparticulas que nao
foram eliminadas pelos peixes, moveram-se pelos 6rgéos e tecidos e depositaram-se

nesta regiao (Figura 23 B e D).

4.4. Analises histolégicas - Microscopia de Luz

As andlises histolégicas das branquias através da microscopia de luz nao
evidenciaram danos significativos ou alteracdes nas lamelas branquiais apés exposicao
as NPs de prata em nenhum dos peixes expostos. Da mesma forma, ndo houve
evidéncias de danos no tecido hepatico em nenhum dos animais expostos comparados

aos controles (dados nédo apresentados).

4.5. Analises histoldgicas - Microscopia eletrénica de transmisséo

As micrografias do figado obtidas através da microscopia eletrbnica de
transmissao demonstraram areas eletrodensas que correspondem aos agregados de
nanoparticulas concentrados no interior dos hepatécitos (Figura 24). As nanoparticulas
estdo visivelmente aglomeradas no citoplasma das células sendo que em alguns
casos, danos parecem estar relacionados a presenca das nanoparticulas (Figuras 24 E
e F). A deposicdo das NPs no figado dos animais expostos tanto por via hidrica quanto
trofica ocorreu de forma semelhante. Isto €, ndo foi observado aumento na deposicao
ou diferencas no modo de distribuicdo e estado das NPs no figado dos animais,

independente do método de exposicao.
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Figura 23: Autoradiogramas de Salvelinus alpinus apds 6 horas de exposicdo a prata
dissolvida e nanoparticulada. As areas com maior intensidade de coloracdo indicam maior
concentracdo de prata radiomarcada. A figura apresenta os autoradiogramas e ao lado, a
seccao correspondente do organismo. NP= nanoparticulas, Ag= prata dissolvida; F= figado,
P=Local perfurado para identificagdo, B= branquias, I=intestinos, O=0sso0s.



109

Figura 24: Eletromicrografias de figado de Salvelinus alpinus apds exposi¢édo hidrica (figuras
G, H, e I) e trofica (figuras C, D, E e F) a nanoparticulas de prata. As figuras A e B sao
provenientes de animais controle. As nanoparticulas estdo distribuidas pelo citoplasma das
células formando agregados indicados pelas setas. Nacleo (n) e mitocéndrias (m) séo visiveis
nas imagens.
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5. DISCUSSAO
O desenvolvimento constante da nanotecnologia e suas aplicagcbes nas mais

diversas areas tem aumentado a liberacdo de nanoresiduos no ambiente e, por isso,
informacgdes relacionadas aos efeitos nocivos e potencial toxico destas moléculas séo
necessarios e urgentes. Este contexto pode ser exemplificado pelo emprego extensivo
de nanoparticulas de prata em produtos como detergentes, tecidos e curativos devido
as suas propriedades bactericidas e pelo fato de que estas moléculas atingem o
ambiente com facilidade durante os processos de fabricacdo, utilizacdo e descarte
destes produtos.

Poucos estudos in vivo tém demonstrado evidéncias da toxicidade de NPs em
organismos aquaticos como peixes. Até o presente momento, estes estudos tém sido
focados em embrides de zebrafish nos quais mortalidade e anormalidades cardiacas ja
foram descritos (ASHARANI et al., 2008; LEE et al., 2007; YEO e KANG, 2008). Estes
autores demonstraram mortalidade dependente da concentracdo e efeitos no
desenvolvimento, incluindo deformidades na medula espinal e arritmia cardiaca em
embribes de zebrafish (Danio rerio) expostos a NPs de prata (5 - 20 nm) em
concentracao de 50 pg/ml (ASHARANI et al., 2008; YEO e KANG, 2008).

De forma semelhante, existem poucos dados disponiveis na literatura sobre a
internalizacao e biodistribuicdo de NPs de prata nos 6rgaos internos ou do potencial de
toxicidade das mesmas em peixes provenientes de ambientes naturais (SCOWN et al.,
2010). Deste modo, para contribuir com o conhecimento a respeito da dindmica das
nanoparticulas quando internalizadas pelos organismos expostos, o presente trabalho
identificou os érgaos-alvo do peixe Salvelinus alpinus expostos por via hidrica a NPs de
prata.

Os resultados provenientes do experimento que analisou a cinética de absorcao
e eliminacdo das NPs evidenciaram que este metal sob a forma nanoparticulada &
absorvido com rapidez pelos peixes, ja que ap0s 6 horas de exposi¢do, observou-se
atividade correspondente a prata radioativa em todos 0s animais expostos,
comprovando a acumulacdo das NPs. Do mesmo modo, as analises realizadas em
detector gama revelaram que estes animais foram capazes de eliminar as NPs ao

longo de 11 dias, quando foram mantidos em agua limpa em sistema de fluxo continuo.
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E interessante notar que a capacidade de eliminacdo das NPs foi maior nas primeiras
24 horas e apoés este periodo, ndo houve eliminacdo em taxas consideraveis ao longo
do tempo.

Os autoradiogramas dos peixes expostos indicaram a presenca das NPs nas
branquias e principalmente no figado apdés 5 dias da exposicdo. Estes resultados
indicam que a absorcédo possa ter ocorrido pela via branquial ou até mesmo pela
ingestdo de agua. A segunda hipdtese parece ser a mais provavel ja que ndo foram
observados danos nas branquias destes animais a partir de analises histopatoldgicas
neste tecido. Outra hiptese € que as NPs figuem somente aderidas as branquias e
nao tenham sua internalizacdo facilitada. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por SCOWN et al.,, (2010) em trutas arco-iris expostas a NPs de prata de
diferentes tamanhos, 0 que sugere um comportamento semelhante da prata quando
internalizada pelos peixes.

A auséncia de danos aparentes nas branquais, entretanto, pode ser explicada
pelo curto periodo de exposicdo ou mecanismos eficientes de defesa e reparo
presentes nestes tecidos, além do processo de internalizacéo que pode ter ocorrido por
endocitose ou transcitose, ndo causando desta forma, danos as membranas das
células envolvidas.

SCOWN et al., (2010) demonstraram que 0s niveis de prata presentes no figado
de peixes expostos a NPs foram aproximadamente duas vezes a concentracdo
observada nas branquias por grama de tecido. Os autores sugerem que o transporte da
prata tenha ocorrido através do sangue a partir das vias de entrada. Ao contrario da
observacédo realizada nas branquias, as NPs que foram empregadas no experimento
acumularam-se em maiores quantidades no tecido hepatico (SCOWN et al., 2010).

Evidéncias indicam que a entrada das NPs ndo ocorre principalmente pelas
branquias mas sim via intestinos como resultado da alimentacéo e ingestdo de agua. A
alimentacdo de materiais agregados que acumulam-se no fundo do tanque em
exposicoes hidricas para outros nanomateriais ja foi descrita por Johnston et al. (2010).
Além disso, segundo Moore (2006), em peixes, o figado € um provavel receptor de NPs

apos transporte via endocitose realizado pelo epitélio intestinal.
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O mecanismo pelo qual eletrdlitos, ions metalicos e moléculas organicas sao
internalizados através das barreiras de células epiteliais € descrito por (HANDY e
EDDY, 2004). In vivo, tanto as superficies branquiais quanto intestinais sdo rodeadas
por meio aquoso, 0 que contribui para a manutengdo de uma camada de agua sobre o
epitélio. Esta camada pode promover interacdes entre ions e eletrolitos e a camada de
muco que reveste o epitélio, introduzindo as moléculas na superficie apical do mesmo,
permitindo, desta forma, a internalizacdo. N&o se sabe ao certo, entretanto, quao bem
este modelo pode ser aplicado as NPs e sua entrada ou como as caracteristicas fisico-
guimicas das particulas tais como tamanho, forma e carga superficial e a interacdo das
particulas com o meio aquoso afetam a internalizacdo. Além disso, ndo se sabe como
isso pode influenciar a liberacéo de ions de prata de tais particulas.

Estes fatos sugerem, entretanto, que diferengcas podem existir entre a interacao
de particulas de prata de variados tamanhos com diferentes superficies epiteliais, por
exemplo, o intestino e branquias. Em seu trabalho, Navarro et. al. (2008) demonstraram
gue interacfes entre particulas e membranas biolégicas aumentaram a liberacdo de
prata dissolvida das particulas em C. reinhardti, entretanto, ainda ndo se sabe se este
fenbmeno também é observado ou ndo em interacdes entre particulas de prata e
membranas epiteliais de peixes (SCOWN et. al., 2010).

Tem sido sugerido que a camada de muco que envolve o epitélio das branquias
pode agir como uma barreira, impedindo a entrada das NPs pelas branquias (HANDY
et al., 2008). Um estudo realizado por Smith et al. (2007) demonstrou que nanotubos
de carbono rapidamente associam-se e ficam presos ao muco na superficie das
branquias. Se as NPs de prata associaram-se ao muco das branquias na exposi¢ao via
hidrica realizada neste trabalho, reduzindo/impedindo a penetracdo pelo epitélio
branquial, isto poderia explicar a auséncia de lesdes nas branquias dos animais
expostos.

Morgan et al., (1997) demonstraram que ions de prata podem ser toxicos para
peixes por inibirem a atividade da anidrase carbonica causando uma perda de Na* e
CI** através das branquias e inibindo a atividade da Na‘/K* ATPase. Segundo Wood et

al., (1996), os efeitos toxicos dos ions de prata sdo causados pela sua interacdo com a
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superficie branquial e ndo como resultado da acumulacéo interna da prata. Além disso,
nao se sabe em qual forma a prata se associa as branquias ou é transportada pelo
figado.

No presente trabalho, ions de prata também foram utilizados e sua cinética nos
peixes foi mensurada da mesma forma que as NPs, no entanto, danos relacionados a
prata na forma idnica ndo foram investigados. Um fato curioso observado nos
autoradiogramas foi a presenca da prata nos 0ssos do cranio dos peixes expostos as
NPs e isto pode ser explicado pela dissociacdo ou liberacdo dos ions a partir das
nanoparticulas.

O figado foi um dos oOrgdos que mais concentrou as NPs segundo os
autoradiogramas e as analises provenientes da microscopia eletrénica de transmisséo
revelaram que as NPs estdo dispostas pelo citoplasma dos hepatécitos formando
agregados. Em algumas regibes, € possivel observar danos celulares onde as NPs
estdo presentes, no entanto, ndo € possivel afirmar se estes danos estao relacionados
a presenca das NPs em si, ou se 0s mesmos sdo provenientes dos ions de prata
liberados destes aglomerados de nanoparticulas.

Segundo Navarro et al. (2008), a toxicidade das NPs de prata é mediada pela
Ag’, ja que as NPs funcionam como uma fonte de Ag®, sendo esta Ultima a responséavel
pela toxicidade. De acordo com esta afirmacdo, NPs de prata, que sado facilmente
internalizadas pelas células (HSIN et al. 2008), podem liberar uma grande quantidade
de ions no interior das células. Desta forma, podem causar maior toxicidade quando
comparadas aos ions de prata, que podem, em altas concentracdes terem sua
internalizacdo limitada pelos canais idnicos (BURY e WOOD, 1999). E consenso que
NPs de prata, caso ndo internalizadas, podem também mediar toxicidade por
aderirem-se a superficie celular liberando Ag® nesta regido, fornecendo uma grande
quantidade de Ag® sem limites de difusdo. Almofti et al. (2003) observaram que a
toxicidade da prata em mitocondrias de figado de rato ocorreu por um aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial seguida pela liberacdo do citocromo c,
gerada pela interacdo de Ag® e grupos sulfidrila de proteinas da membrana

mitocondrial. NPs de prata também foram associadas a danos mitocondriais em células
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hepaticas de rato, principalmente por alterar a permeabilidade da membrana
mitocondrial (PALMEIRA, 2008).

Farkas et al. (2010), observaram que NPs de prata em baixas concentragbes
foram extremamente citotoxicas para hepatdcitos de truta arco-iris em cultura como
consequencia de reducdo da atividade metabdlica e integridade da membrana. De
forma semelhante, Chae et al. (2009), observaram danos celulares e genéticos, bem
como estresse oxidativo e inducdo de genes relacionados ao metabolismo de
detoxificac@o de metais em peixes expostos a hanoparticulas de prata.

Em zebrafish adultos expostos a NPs de prata (20-30nm), a toxicidade foi maior
guando comparada a prata dissolvida (GRIFFITT et al., 2009). Estes autores
demonstraram que uma maior quantidade de prata associou-se as branquias em
exposicoes a NPs em relacdo a peixes expostos a prata em sua forma idnica. Outra
observacéo importante foi o fato de haver consideravel espessamento dos filamentos
branquiais nos peixes expostos as NPs em relacdo aos controles.

O mecanismo de toxicidade das nanoparticulas de prata em peixes ndo esta
totalmente elucidado. Uma maior toxicidade da prata nanoparticulada em relagédo aos
ions de prata pode ser resultado da forma das NPs, de seu tamanho, da libera¢do dos
fons de prata ou da combina¢édo de ambos. (MAYER et al., 2003; WALKER et al., 2008;
WOOD et al., 1996). Deste modo, a interpretacdo de dados provenientes de estudos
gue visam avaliar a citotoxicidade de Ag-NPs deve ser cautelosa, j& que nem sempre é
possivel controlar a dissociacdo dos ions de prata a partir das NPs utilizadas. Além

disso, a dinamica das NPs no interior das células ainda é pouco conhecida.
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6. CONCLUSOES

As nanoparticulas de prata utilizadas foram rapidamente absorvidas e bioacumuladas

pelos peixes expostos.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que peixes da espécie Salvelinus

alpinus expostos a NPs de prata acumularam este metal nas branquias e

principalmente no figado, apés exposicao hidrica.

A bioacumulacdo de prata nos 0ssos e em outras regiées do organismo pode estar

relacionada a dissociacdo da prata em sua forma i6nica a partir das nanoparticulas.

Os resultados permitiram concluir que a espécie estudada apresenta rapida absorcao e
eliminacdo das nanoparticulas, porém novos estudos sao necessarios para conhecer a

biodisponibilidade e a toxicidade das nanoparticulas nesta, e em outras espécies.

A técnica de microscopia eletrbnica de transmissdo mostrou-se eficiente na
identificacdo intracelular das nanoparticulas de prata, favorecendo a discussédo quanto

a citotoxicidade destes agregados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos que contemplam diferentes abordagens para avaliar os efeitos de
poluentes ambientais em espécies de peixes de diferentes niveis tréficos sao
extremamente relevantes no contexto atual. Os ecossistemas aquéticos sao
frequentemente impactados pelos mais diversos tipos de poluentes e os efeitos tdxicos
destas moléculas em diferentes espécies precisam ser bem conhecidos para que se
compreenda como evitar este impacto ou minimiza-lo, protegendo a vida e a saude dos
ecossistemas.

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem com dados inéditos a
respeito dos efeitos de diferentes poluentes aquaticos na espécie H. commersoni, uma
espécie bem conhecida, muito consumida pela populacdo, mas pouco estudada. A
padronizacdo do cultivo primario de hepatdcitos desta espécie, descrita no primeiro
capitulo, demonstrou que esta metodologia péde ser aplicada com sucesso para avaliar
os efeitos do MeHg e do DDT nestas células e podera ser utilizada em estudos futuros
envolvendo outros biomarcadores e diferentes xenobioticos, como demonstrado no
segundo capitulo.

Através da padronizacdo do cultivo dos hepatdcitos, foi possivel conhecer pela
primeira vez os efeitos de concentracbes realisticas de poluentes ambientais de
extrema relevancia como o MeHg e DDT no mecanismo de resposta das células de H.
commersoni. Os dados permitiram concluir que esta espécie pode ser mais resistente
para sobreviver em ambientes impactados, contribuindo com a entrada e
bioacumulacdo de poluentes téxicos na cadeia trofica. Além disso, os biomarcadores
utilizados para a geracao destes resultados foram empregados em um modelo in vitro
pouco explorado no Brasil.

Os dados provenientes do terceiro capitulo sdo um alerta para o risco de
exposicdo humana a multiplos poluentes ja que a espécie estudada, mesmo né&o
ocupando niveis superiores na cadeia trofica, apresentou bioacumulagédo de diversos
poluentes organicos, alguns ja banidos ha muito tempo devido ao seu potencial téxico.

Embora a interpretacdo de respostas obtidas em estudo de campo representa um
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desafio porque sao induzidas por muitos contaminantes, as analises bioquimicas e
histopatoldgicas indicaram que os poluentes interferem com o metabolismo destes
animais, causando efeitos sinérgicos ou antagodnicos. O estudo em campo possibilitou
ainda, estabelecer relacdo entre as respostas obtidas in vitro no segundo capitulo,
sustentando a idéia de maior resisténcia do peixe H. commersoni em relagdo a outras
espécies. Esta hipotese pbéde ser mais uma vez evidenciada pela correlacdo entre os
biomarcadores bioguimicos e a bioacumulacdo dos poluentes organopersistentes. E
importante ainda destacar que, apesar das dificuldades relacionadas a interpretacéo
dos resultados, estudos como este realizado no terceiro capitulo sdo extremamente
relevantes para que se conheca o0 estado de salde dos organismos expostos e
consequentemente 0s riscos para a populacdo humana que utiliza estes peixes como
componente da dieta.

O quarto e ultimo capitulo desta tese contemplou experimentos de bioensaios
para conhecer a dinamica de nanoparticulas de prata em organismos aquaticos, ja que
as mesmas representam uma nova problematica relacionada aos impactos ambientais
gerados pelas novas tecnologias. As nanotecnologias s&o um novo campo da ciéncia,
que, apesar de promissor, pode estar relacionado a uma série de efeitos toxicos em
organismos expostos. Neste sentido, os resultados obtidos neste capitulo comprovam
gue peixes expostos internalizam as NPs com facilidade em um curto espaco de tempo
e acumulam as mesmas em diferentes compartimentos do organismo. Por este motivo,
as nanoparticulas permanecem aglomeradas ou dissociadas no interior das células e
efeitos deletérios podem estar relacionados a presenca das nanoparticulas em si, bem
como ao componente metalico em sua forma ibnica.

Diante deste quadro, faz-se urgente a necessidade de criacdo de uma legislacao
especifica para a poluicdo gerada pelas nanoparticulas jA que as mesmas apresentam
comportamento e toxicidade diferentes de outros compostos. Até o presente momento,
poucos sdo os trabalhos envolvidos em quantificar as concentracées de diferentes
nanoparticulas no ambiente sendo que esta também € uma necessidade. Outros
estudos devem ser financiados para que se conheca melhor o potencial toxico das

nanoparticulas em diferentes espécies, isto porque 0s investimentos na area de
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toxicologia ainda séo limitados, ao contrario dos crescentes investimentos relacionados

a producéo e utilizacao destes elementos.
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