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RESUMO

O aumento das atividades antropogénicas vem sendo causa de uma crescente eutrofizacdo
dos ambientes aquaticos, levando a floragdo de cianobactérias, dentre as quais algumas
produtoras de cianotoxinas potencialmente tdxicas a vida animal e a salde humana. Desta
forma, o estabelecimento de modelos para avaliacdo dos principais danos causados pelas
toxinas € necessério. Particularmente, modelos in vitro empregando hepatécitos de peixes
sdo importantes para a investigacdo dos mecanismos de toxicidade das cianotoxinas nas
células. O objetivo do presente estudo foi estabelecer um protocolo para o isolamento e
cultura de hepatécitos de Prochilodus lineatus (curimbata), e a partir deste protocolo
investigar os efeitos da cianotoxina cilindrospermopsina, através da avaliacdo da viabilidade
celular, sistema redox e de resisténcia a multixenobiéticos na busca de novas ferramentas
na avaliacdo deste xenobidtico natural. Os procedimentos empregando EDTA, pancreatina
ou tripsina ndo foram eficientes para a dissociacdo do tecido hepatico. Colagenase IV,
colagenase IV+dispase e dispase resultaram, respectivamente, em 1,01x10°, 3,58x10’, e
6,36x10" células.g™” de figado e viabilidades de 88, 90 e 97%, de modo que o método
empregando dispase foi selecionado para os testes subsequentes. As microplacas da marca
TTP® possibilitaram a melhor adeséo celular, e ndo houve melhoria evidente desta adesdo
apo6s pré-tratamento com colageno | ou matrigel. O periodo de quatro dias foi nhecessario
para recuperacgdo e adesdo das células, que puderam ser mantidas por pelo mesmo 7 dias.
Apbés esta padronizacdo, realizaram-se 0s ensaios toxicolégicos. Inicialmente, os
hepatdécitos foram isolados e cultivados durante os 4 dias pré-estabelecidos. Entdo, o meio
de cultura foi substituido por novo meio contendo trés concentragées (0,1 - 1,0 ou 10 pg.I™")
de cilindrospermopsina purificada. Apdés 72 h de exposi¢do, houve diminuicdo na atividade
do sistema de resisténcia a multixenobioticos (todos os tratamentos), da viabilidade celular
(0,1 e 1 ug.I'"), e atividades de glutationa S- transferase e glicose 6-fosfato desidrogenase
(10 pg.I" com relacdo as menores concentracdes), aumento dos niveis de espécies reativas
de oxigénio/nitrogénio (todos os tratamentos) e danos em lipideos (10 pg.I™). N&o ocorreram
alteracbes na concentracdo de glutationa (GSH), na razdo 2GSH/GSSG (glutationa
dissulfeto), na carbonilacdo de proteinas e na fragmentacdo do DNA. Sendo assim, 0s
hepatécitos expostos a cilindrospermopsina apresentram uma sensibilizagdo significativa,
devido principalmente a reducdo da capacidade de efluxo de compostos endobiéticos e
xenobidticos. Além disso, a toxina apresentou efeitos importantes sobre a sobrevivéncia dos
hepatdcitos em concentracdes mais baixas, enquanto possivelmente ativou mecanismos de
protecdo no nivel mais alto.

Palavras-chave: Cilindrospermopsina. Cultivo primario de hepatdécitos. Prochilodus lineatus.
Sistema de resisténcia a multixenobidticos. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The increase of anthropogenic activities has causing eutrophication of aquatic environments,
leading to bloom of cyanotoxins producer cyanobacteria that can thread wildlife and human
health. Then, the establishment of models to investigate cyanotoxin effects is necessary,
particularly in vitro models utilizing fish hepatocytes to evaluate the mechanisms of toxicity of
cyanotoxins and the cell responses. The aim of the present study was therefore to establish
a protocol for isolation and culture of hepatocytes from Prochilodus lineatus (curimbata), and
to investigate the effects of the cyanotoxin cylindrospermopsin by assessing the viability,
redox milieu and multixenobiotic resistance system. The procedures using EDTA, trypsin or
pancreatin were ineffective for the dissociation of liver tissue. Collagenase IV, collagenase IV
+ dispase and dispase resulted, respectively, in 1.01 x10’, 3.58 x10’, and 6.36 x10 cells.g™
liver and viabilities of 88, 90 and 97%, so that the method using dispase was selected for the
subsequent investigation. The microplate brand TTP® resulted in the best cell adhesion, and
there was no apparent improvement of cell attachment after collagen | or matrigel
pretreatments. Four days was necessary for cell recovery and adhesion, and cells could be
maintained for up to 7 days without reduction of cell viability. After establishment of an
appropriated protocol, toxicological investigation was conducted. Initially, hepatocytes were
isolated and cultured for 4 days. Then, the culture medium was replaced by fresh medium
with three concentrations (0.1 - 1.0 or 10 pg.I") of purified cylindrospermopsin. After 72 h
exposure, there were decreases in multixenobiotic resistance system activity (all treatments),
cell viability (0.1 and 1 pg.I'"), and glutathione S-transferase and glucose 6-phosphate
dehydrogenase activities (10 pg.I* with respect to lowest concentrations). Conversely,
increases in reactive oxygen/nitrogen species production (all treatments) and lipid
peroxidation (10 ug.I'") were observed. No changes occurred in glutathione (GSH)
concentration, 2GSH/GSSG (glutathione disulfide) ratio, in protein carbonylation and DNA
fragmentation. In conclusion, hepatocytes may be made sensitive to cylindrospermopsin due
to reduction of xenobiotics and endobiotics efflux capacity. Additionally, the toxin presented
important effects on hepatocytes survival at lowest concentrations, while activated the
protective mechanisms at the highest concentration

Key words: Cylindrospermopsin. Hepatocytes primary culture. Prochilodus lineatus.
Multixenobiotic resistance. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O ambiente natural recebe continuamente substancias quimicas liberadas
pelas mais diversas atividades antrépicas, como agricolas, industriais e urbanas. A
partir do século XX, diferentes tipos de poluentes organicos e inorganicos como 0s
compostos organoclorados (OCs), bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (PAHS), policlorodibenzofuranos (PCDF),
policlorobenzodioxinas (PCDD) e metais passaram a ser liberados de forma
indiscriminada no ambiente natural. Isso, aliado ao destino inadequado de residuos
sélidos (urbano, agricola e industrial) e ao tratamento ineficaz ou inexistente de
esgoto sanitario (MC ELHINEY e LAWTON, 2005) tem levado a depredacdo e
degradacdo desses ambientes. Os receptaculos finais da maior parte destas
substancias sdo 0s ecossistemas aquaticos, quer seja diretamente ou indiretamente
via processos atmosféricos, terrestres e hidrolégicos. Nado menos importante e,
muitas vezes, caracterizando uma consequéncia do efeito antrépico, a capacidade
das cianobactérias de se adaptarem em ambientes inéspitos e eutrofizados® tem
possibilitado a proliferacdo destes organismos levando a contaminacdo de grandes
reservas de agua. Floracdes de cianobactérias sdo comuns em corpos de agua doce
muito eutrofizados, o que cria um problema significativo, visto que certas espécies
de cianobactérias produzem toxinas de grande potencial toxico para 0s organismos
aquéticos e para as populacdes humanas que sao supridas com essa agua ou que
se alimentam destes organismos (RAO et al., 2002; BERRY, 2010).

Véarios géneros de cianobactérias (Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Oscillatoria, Planktothrix, Cylindrospermopsis, Nostoc) sdo produtoras de
cianotoxinas (HERFINDAL, 2005; MOLICA e AZEVEDO, 2009). Estas substancias
tém sido caracterizadas de acordo com seu mecanismo de acdo em mamiferos,
sendo as hepatotoxinas os principais representantes, seguidas pelas neurotoxinas;
das quais as saxitoxinas sdo as mais conhecidas. As hepatotoxinas sdo as toxinas

mais comumente produzidas pelas cianobactérias e podem ser oligopeptideos

! A eutrofizago caracteriza-se pelo enriquecimento da agua por nutrientes, principalmente compostos
de nitrogénio e fésforo, que promovem uma alteracdo no equilibrio entre os organismos e na
qualidade da agua (NYENJE, 2010).
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ciclicos como as microcistinas e a nodularina ou alcaléides como a
cilindrospermopsina.

A cilindrospermopsina, toxina de interesse neste trabalho, foi identificada
pela primeira vez apos a sua implicacdo como agente causador de um grave surto
de hepatoenterites em seres humanos de Palm Island, Australia, em 1979
(HAWKINS et al., 1985). No Brasil, 0 caso mais conhecido foi a intoxicacdo de
pacientes em uma clinica de hemodialise em Pernambuco em 1996. Neste caso, 0s
pacientes tratados na clinica apresentaram perturbagdes visuais, nauseas e vomitos
apos o tratamento de hemodialise de rotina; dos 131 pacientes, 100 desenvolveram
insuficiéncia hepatica aguda, sendo registradas posteriormente 76 mortes como
consequéncia da exposicdo. Investigacdes na unidade de tratamento de agua da
clinica detectaram contaminacdo dos filtros por dois tipos de cianobactérias
produtoras das toxinas microcistina e cilindrospermopsina (CARMICHAEL et al.,
2001).

A cilindrospermopsina € um alcaldide hepatotoxico guanidinico ciclico
altamente solivel em agua (Figura 1), cujas informacdes sobre propriedades toxicas
sdo escassas. No entanto, a estabilidade desta substancia é bem conhecida,
resistindo a altas temperaturas (ndo degradada a 100 °C por 15 min) e a varios pHs
(25% degradada em pH 4, 7 e 10 somente apds 8 semanas; MASTEN e CARSON,
2000), o que aumenta o risco de exposicdo dos organismos nos ambientes
aquaticos, onde condicbes mais amenas de temperatura e pH permitem a

persisténcia da cilindrospermopsina por tempo prolongado.

0380 Z o
suzNH BN NH
i
NH 0

FIGURA 1 — Estrutura quimica da cilindrospermopsina (C1sH,;NsO;S, massa molecular = 415,43 Da).
(FONTE: MOLICA e AZEVEDO, 2009)

Toxicologicamente, a cilindrospermopsina € um potente inibidor da sintese
de proteinas eucaribticas, e neste aspecto, ja foi relatada a redu¢cdo no nimero de

ribossomos aderidos as membranas do reticulo endoplasmatico granular e uma
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menor interacdo com proteinas sollveis envolvidas na traducdo (TERAO et al.,
1994; FROSCIO et al., 2008). O figado é o principal 6rgdo-alvo desta cianotoxina,
apresentando necroses centro-lobulares como dano hepatico de maior frequéncia
em mamiferos (HAWKINS et al, 1985;. SEAWRIGHT et al, 1999; GRIFFITHS e
SAKER, 2003; HUMPAGE e FALCONER, 2003). O comprometimento renal também
é frequentemente relatado, e envolve a necrose dos tubulos proximais, bem como
outras alteracGes na arquitetura basica do 6rgdo. Hemorragias tém sido observadas
nos pulmdes e no coragdo, assim com a atrofia do timo e necroses no baco
(HAWKINS et al, 1985; SEAWRIGHT et al, 1999; BERNARD et al, 2003). Além
disso, genotoxicidade, citotoxicidade, ativacdo de diferentes isoformas do citocromo
P450 (CYP), reducédo da sintese de glutationa (GSH) e desregulacédo enddcrina tém
sido relatados em células de mamiferos (HUMPAGE et al., 2005; BAIN et al., 2007;
NEUMANN et al., 2007; FROSCIO et al., 2009). No que refere-se aos organismos
aguaticos, poucos dados encontram-se disponiveis para células de peixes, embora
estes organismos encontram-se diretamente expostos a cilindrospermopsina no
ambiente natural ou em pisciculturas.

Com relac@o a legislagdo brasileira sobre o monitoramento de toxinas de
microalgas no Brasil, a Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA) em colaboracéo
com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) redigiu uma atualizacdo da
Portaria 36/MS/90, que definiu as normas e os padrdes de potabilidade da agua para
0 consumo humano no Brasil. Essa norma inclui a obrigatoriedade do
monitoramento da ocorréncia de cianobactérias potencialmente nocivas, testes de
toxicidade e andlise de algumas cianotoxinas (microcistina, cilindrospermopsina e
saxitoxina), tanto na agua bruta de manancial, quanto na agua tratada para o
consumo doméstico. De acordo com a Portaria 1469, de 29 de dezembro de 2000,
que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano, e seu padrdo de
potabilidade, o valor limite aceitavel da concentracdo de cilindrospermopsina é de
15,0 pg.I*. Esta portaria foi revogada pela Portaria n° 518, de 25 de marco de 2004,
gue ndo promoveu alteracbes nos valores limites de cianotoxinas. Nesta portaria,
estabelece-se também que se houver contagem de cianobactérias acima de 20.000
células.ml* (2 mm®L* de biovolume) no ponto de captacdo de agua para
abastecimento devera ser realizada andlise semanal de cianotoxinas na agua, tanto

na saida da estacao de tratamento como nas entradas (hidrémetros) das clinicas de
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hemodialise e industrias de injetaveis. Esta analise pode ser dispensada quando nao
houver comprovacéo de toxicidade na agua bruta por meio da realizacdo semanal
de bioensaios em camundongos (BRASIL, 2000, 2005).

Os organismos apds captarem agentes toxicos podem, conforme a natureza
guimica dos compostos e o arsenal enzimatico das células em questao, elimina-los
na sua forma quimica original (sem metaboliza-los) ou podem biotransforma-los em
metabolitos geralmente mais hidrossolluveis, que posteriormente serdo excretados
via sistema renal (BUCHELI e FENT, 1995; BOELSTERLI, 2007). A
biotransformacdo é um processo essencial que determina a toxicidade de muitos
compostos, uma vez que estes podem ser convertidos em metabdlitos inécuos ou
menos toxicos (biotrasformacédo levando a destoxicacdo ou destoxificacdo), ou em
metabolitos mais toxicos que o composto parental (bioativacdo) (VAN DER OOST et
al., 2003). Além disso, a biotransformacao pode determinar parcialmente a taxa de
eliminacdo dos compostos téxicos das células, por exemplo, por sistemas de
transporte transmembranicos que reconhecem apenas o0s produtos da
biotransformagcdo, como alguns componentes do sistema de resisténcia a
multixenobidticos (MXR) (BARD, 2000). Todos esses processos biolégicos séo
essenciais, uma vez que determinam a capacidade dos organismos de ajustar seus
sistemas de defesa para suprimir eventuais efeitos deletérios de xenobidticos. Na
impossibilidade de neutralizar os efeitos nocivos, 0s organismos passam a sofrer
lesbes que, muitas vezes, pdéem em risco sua sobrevivéncia em ecossistemas
iImpactados. Por esse motivo, estudos de monitoramento fazem-se importantes para
a preservacdo da saude de tais ecossistemas (VAN DER OOST et al.,, 2003;
BOELSTERLI, 2007).

A avaliacdo in situ das condicbes sanitarias dos reservatorios aquaticos
continentais € um trabalho complexo e ndo pode ser efetuada apenas com analises
guimicas dos contaminantes, uma vez que estas ndo possibilitam a determinacéo
definitiva dos riscos ecotoxicoldgicos iminentes. Para ser completa, a avaliacdo do
risco ambiental deve levar também em consideracdo as perturbacdes bioldgicas
induzidas nos organismos (FENT, 2003). As pesquisas em ecotoxicologia moderna

focam respostas biol6gicas precoces sutis ou que ocorrem antes da mortalidade,
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descritas sob o termo genérico de biomarcadores® (BRAUNBECK et al., 1998
VASSEUR e COSSU-LEGUILLE, 2003).

Os biomarcadores podem também ser empregados na analise dos efeitos
toxicoldgicos in vivo em laboratério sob condi¢cdes estritamente controladas, cujos
resultados podem, com as devidas valida¢cdes e cuidados, ser extrapolados para o
ambiente. Contudo, embora o0s estudos in situ e 0s bioensaios/ensaios toxicoldgicos
sejam importantissimos, estudos in vitro com células intactas e isoladas do
organismo sdo importantes para estudos de mecanismos de toxicidade e de efeitos
ao nivel celular, uma vez que o0s xenobiGticos necessariamente interagem
primeiramente a nivel celular. Assim, as respostas celulares sédo informacdes
determinantes que tém sido utilizadas na area biomédica e toxicologica
(HIGHTOWER e RENFRO, 1988), e 0 seu uso nos sistemas in vitro tem sido cada
vez mais importante na ecotoxicologia (FENT, 2001; FILIPAK NETO et al., 2007).

No caso de hepatotoxinas como a cilindrospermopsina, estudos com células
hepéticas fazem-se necessarios, e 0s modelos in vitro utilizando hepatécitos séo
bastante Uteis, sobretudo o cultivo primario. O figado é o principal sitio metabdlico de
xenobibticos em vertebrados e esta intimamente implicado com a manutencdo da
homeostase nesses organismos. Quando intactamente isolados do figado, os
hepatdcitos representam bem o compromisso indispensavel entre os ensaios
reducionistas in vitro e a necessidade do modelo de ser tdo préximo quanto possivel
da situacdo in vivo (SEGNER 1998; ZUCCO et al., 2004, FILIPAK NETO et al.,
2006). Logo, o cultivo de hepatdcitos translocados para um ambiente adequado,
onde as interacdes sistémicas sao reduzidas, representa um modelo precioso para
estudos mecanisticos e de toxicidade de xenobioticos. Neste modelo, as células
cultivadas apresentam-se funcionalmente muito semelhantes as células quando
presentes no tecido, diferentemente do que geralmente ocorre com as linhagens
celulares estabelecidas, que durante o processo de imortalizagdo, podem sofrer
alteracOes na expressao de alguns genes tecido-especificos, sobretudo com relacdo
as enzimas hepaticas de biotransformacdo (BAKSI e FRAZIER, 1990; SEGNER,
1998).

2 Bijomarcadores s3o definidos como respostas ou alteragBes bioldégicas mensuraveis em nivel

molecular, bioguimico e celular, as quais expressam os efeitos tdxicos causados pela exposi¢do a
agentes quimicos ambientais (Walker et al., 1996).



15

Os peixes tém sido amplamente selecionados e utilizados para a analise de
respostas biolégicas e bioquimicas, ap0s exposi¢cdo a contaminantes presentes nos
ambientes aquaticos (BUSSOLARO et al., 2010; MIRANDA et al., 2008; OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2002 e 2005). A distribuicdo dos peixes nos diferentes niveis tréficos
€ bastante diversificada, de modo que estes vertebrados possuem um importante
papel no transporte energético entre os diferentes niveis da cadeia trofica. Neste
caso as especies que ocupam niveis mais altos da cadeia alimentar funcionam como
excelentes integradoras dos poluentes presentes na agua, sedimento e biota,
através dos processos de bioacumulacao e biomagnificacdo (VAN DER OOST et al.,
2003).

Nos peixes, a compreensao do acumulo e dos efeitos toxicos e biolégicos de
contaminantes apresenta uma pertinéncia ecoldgica irrefutavel, sendo que a
utilizacdo destes organismos € incontornavel na avaliagdo dos niveis de poluicédo
dos ecossistemas aquaticos e do estado de saude dos mesmos. Além disso, por
fazerem parte da dieta humana, podem igualmente servir de espécies sentinelas
para se estimar o risco de exposicdo humana (RABITTO, et al., 2011).

A espécie Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Figura 2) € um
teledsteo dulcicola de ampla distribuicdo na América do Sul. Alimenta-se de matéria
organica e microrganismos associados a lama do fundo de lagos e margens de rios,
sendo considerada umas das espécies mais importantes nos rios da regidao Sul e
Sudeste do Brasil, devido ao seu significativo valor econémico para alimentagéo
humana. Popularmente conhecido como curimba ou curimbata, o P. lineatus € um
peixe de grande potencial para a piscicultura por apresentar boa capacidade de
acomodacéo aos diferentes ambientes aquaticos, facilidade de fecundacao artificial,
manejo, regime alimentar, crescimento e resisténcia a mudancas de pH na agua e a
baixas temperaturas durante o inverno (FONTENELE, 1953; WINKALER et al.,
2007).
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FIGURA 2 - Espécime de Prochilodus lineatus — curimbata
(FONTE: SVERLIJ, 2005)

Embora o Brasil tenha a maior biodiversidade de peixes do planeta, ndo h&a
dados sobre os efeitos de cilindrospermopsina para as espécies nativas brasileiras e
muito menos dados de citotoxicidade em peixe. Informacgdes sobre o cultivo celular
de hepatdécitos de peixes encontram-se restritos a duas publicagdes do Laboratorio
de Toxicologia Celular/UFPR, referentes a duas espécies, Hoplias malabaricus
(Traira) (FILIPAK NETO et al. 2006) e Hypostomus commersoni (Cascudo)
(BUSSOLARO et al., 2010). Consequentemente, é importante ampliar e diversificar
0s métodos para a cultura primaria de hepatécitos de outras espécies de diferentes
niveis troficos, criando novas ferramentas com os modelos in vitro. Isto vai
possibilitar a investigagdo de aspectos referentes aos mecanismos de resposta ao
estresse quimico que podem estar associados as diferencas relacionadas a
resisténcia destas espécies nos ambientes impactados pela atividade antropica.

Nas células, diferentes mecanismos de resposta podem ser ativados por
xenobidticos como, por exemplo, alteracdes nos sistemas antioxidantes e de morte
celular. Fisiologicamente, os processos oxidativos sao parte fundamental do
metabolismo aerdbico dos organismos, e assim as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERONS) sdo produzidas em pequenas quantidades naturalmente. Além
disso, as ERONs possuem funcbes fundamentais na sinalizacdo celular, em
processos oxidativos intracelulares e na destruicdo de patégenos por fagdcitos
(PALMER et al., 1987; IRANI et al., 1997; MANNICK e SCHONHOFF, 2002).

No entanto, células quando sob algum tipo de estresse, como a exposicao a
xenobibticos, podem apresentar uma producdo ou acumulo excessivo de ERONSs, o
gue pode levar a efeitos prejudiciais, tais como danos oxidativos aos lipideos,
proteinas, carboidratos e/ou DNA (VALKO et al., 2006). Dessa forma, o excesso de
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ERONSs é contrabalanceado por mecanismos antioxidantes ativados nas células ou
através de moléculas antioxidantes provenientes da alimentacdo, que agem no
sentido de evitar a ocorréncia de diversas patologias.

Os antioxidantes produzidos pelas células agem enzimaticamente como a
glutationa peroxidase (GPx) e a Glutationa S-transferase (GST), ou né&o
enzimaticamente como a glutationa reduzida (GSH) (RUNNERGAR et al., 1995). A
GST representa uma familia de enzimas envolvidas na conjugacdo de glutationa
(GSH) com xenobiéticos, inclusive no caso de algumas cianotoxinas, sendo que sua
inibicdo sensibiliza a célula a moléculas que requerem sua atividade de conjugacgéo
para serem destoxificadas.

O par GSH / GSSG (glutationa dissulfeto) é o principal determinante néo
enzimatico do ambiente redox celular®, com uma concentracdo molar muito superior
a dos demais pares redox (SCHAFER e BUETTNER, 2001). A GSH serve como
molécula endobidtica na destoxificacdo de diversos substratos (ARMSTRONG,
1997; VAN BLADEREN, 2000) e na reducéo de hidroperéxidos organicos pela GST
e GPx (ARTEEL e SIES, 2001). Aléem disso, o GSH participa na reducdo do préprio
H,O, em H,O nas reagOes catalisadas pela glutationa peroxidase (GPx) e reage
prontamente com o radical hidroxila (HO®), tornando a andlise da concentracdo do
GSH fundamental a verificacdo do ambiente redox celular.

A alteracdo do ambiente redox pode levar a algum dano estrutural da célula,
particularmente nas membranas bioldgicas. Propriedades como fluidez,
permeabilidade, potencial elétrico e transporte seletivo (CUI et al., 2004) podem ser
alteradas devido a peroxidacéo lipidica, com a converséo destes em hidroperoxidos
lipidicos (ABUJA e ALBERTINI, 2001; STRMAC e BRAUNBECK, 2002). A
guantificacdo da peroxidacao lipidica mostra-se importante, uma vez que para a
execucdo dos processos celulares € indispensavel a integridade fisica e funcional
das membranas bioldgicas. Além dos danos nos lipidios, outro importante alvo das
alteracbes no ambiente redox celular sdo as proteinas, as quais podem sofrer o
processo de carbonilagdo, que consiste na modificacdo das cadeias laterais dos
aminoacidos, com a formacdo de grupamentos do tipo carbonila.

3 0 ambiente redox indica o balanco entre as moléculas oxidadas e reduzidas encontradas na célula.
A regulacéo do ambiente redox celular protege os organismos contra danos oxidativos, mantendo a
homeostase celular (VALKO, et al., 2007).
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Consequentemente, as proteinas podem ter a estrutura nativa modificada o que
interfere com o funcionamento normal da célula (QUINLAN e GUTTERIDGE, 2000).

Assim, alguns biomarcadores podem ser empregados para avaliar se a
exposicdo a determinados agentes estressores contribui para a alteracdo da
concentracdo de ERONSs, e se estes causam danos as células através de alteragbes
na estrutura de macromoléculas como o0s biomarcadores que quantificam a
peroxidacao de lipidios (LPO), a carbonilacdo de proteinas (PCO), os danos ao DNA
(ensaio cometa), ou mesmo 0s que identificam a atividade de enzimas e a
concentracédo de GSH (ARTEEL e SIES, 2001; FILOMENI et al., 2002).

Apesar da presenca de xenobidticos em diversos ecossistemas aquaticos,
muitos organismos séo capazes de sobreviver e se reproduzir nestes ambientes
indicando que 0os mesmos possuem mecanismos de defesa celular contra estes
tipos de agressdes. O mecanismo de resisténcia a multixenobitticos (MXR) funciona
como um destes mecanismos de defesa (KURELEC, 1992), o que o torna um
biomarcador molecular bastante interessante. Trata-se, mais do que isso; € um
mecanismo biolégico natural de defesa de “primeira-linha” para protegdo contra
toxinas ambientais e enddgenas, além de possuir uma grande implicagcdo nos
estudos de avaliagdo de risco por xenobidticos ambientais. Este fenotipo de
resisténcia € modulado pela glicoproteina-P, juntamente com outros transportadores
pertencentes a superfamilia ABC, e normalmente esta confinada nas membranas de
superficies luminais de tecidos secretores, de absorcao ou de barreira. Este sistema
facilita o efluxo de produtos naturais toxicos presentes na dieta e de metabdlitos
endoégenos (GOTTESMAN e PASTAN, 1993), atuando na secrecdo de diversos
compostos, de maneira saturavel e dependente de energia. Sendo assim, a
atividade da MXR pode ser quantificada para verificar se a exposicdo a
determinados compostos é capaz de reduzir ou aumentar a capacidade celular de
eliminacao de toxinas e poluentes.

Desta forma, sdo varios os biomarcadores celulares que podem ser
empregados na avaliacdo do efeito de compostos potencialmente tdéxicos como a
cilindrospermopsina. Destes geralmente sao priorizados aqueles que permitem
informar sobre os distlrbios que podem comprometer o bom funcionamento celular,
como a manutengcdo do ambiente oxidorredutor e da estrutura celular em células-

alvo. Assim, o foco da presente dissertacdo € estabelecer o modelo in vitro de
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hepatdcitos de P. lineatus e empregé-lo na avaliagdo da integridade destas células

apos a exposicao a cilindrospermopsina.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliacdo da citotoxicidade da cilindrospermopsina em hepatdcitos de

Prochilodus lineatus através de modelos in vitro.

Objetivos Especificos

Padronizar um método de isolamento e cultivo primario de hepatécitos de P.

lineatus que permita a realizagdo de ensaios toxicolégicos in vitro.

Avaliar os possiveis efeitos da cilindrospermopsina em hepatdécitos de P.

lineatus através dos ensaios de viabilidade celular;

Avaliar os possiveis efeitos da cilindrospermopsina em hepatécitos de P.
lineatus através da avaliacdo do ambiente redox e alteragcbes em macromoléculas

(lipideos, proteinas e DNA);

Avaliar os possiveis efeitos da cilindrospermopsina em hepatécitos de P.
lineatus na atividade de transportadores envolvidos com o sistema de resisténcia a

multixenobioticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e cuidados com o0s peixes

Os exemplares adultos de Prochilodus lineatus (500 - 800 g) foram
adquiridos na piscicultura Panama localizada na cidade de Paulo Lopes (SC)
(http://www.pisiculturapanama.com.br) e transportados para o Laboratorio de
Bioensaios do Departamento de Biologia Celular no Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR. Estes animais foram mantidos coletivamente em tanque de fibrocimento de
3000 litros de agua sob aeracéao e filtro constante, contendo tubos de PVC no fundo
para abrigo dos peixes. Os tanques receberam limpeza semanal com troca de 10%
da agua, a alimentacao foi administrada trés vezes por semana com ra¢cao comercial
(Supra Acqua Line®, 28% de proteina).

Antes de serem utilizados para a obtencdo de células, os peixes
permaneceram em jejum por dois dias para facilitar o procedimento de extirpacéo do
figado e reduzindo o risco de rompimento da parede intestinal e consequente

contaminacgao da cultura.

3.2 Isolamento e cultura dos hepatocitos

Para cada cultura primaria realizada, trés animais foram anestesiados com
benzocaina (200 ppm em &gua). Em seguida, 0,5 ml de heparina (5000 U.I"") foi
injetado com auxilio de seringa e agulha na veia caudal de cada individuo, que
permaneceu em um recipiente contendo somente agua filtrada durante cerca de 5
min. Posteriormente, os peixes foram novamente anestesiados e mortos por sec¢ao
medular logo abaixo do cranio®. Apés remocdo das escamas da regido ventral e
assepsia com etanol a 70% e clorexidina alcodlica a 2%, os espécimes foram
levados ao fluxo laminar, onde os lobos hepaticos foram removidos e mantidos

durante 10 min em uma solucdo de tampao fosfato salino (PBS, pH 7,6, 4°C)

* Todo o procedimento referente & utilizacdo dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(protocolo n°455).
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suplementada com anfotericina-B (25 pg.I™"), estreptomicina (100 pg.ml™) e penicilina
(100 U.mI™") a fim de eliminar possiveis fontes de contaminacdo. Em seguida, os
figados dos trés animais foram perfundidos manualmente por injecdo, com emprego
de seringa e agulha, com PBS (pH 7,6 e 4 °C) acrescido de 2,0 mM de EDTA (4cido
etilenodiamimo tetra-acético dissédico) e glicose (1,0 g.I') a fim de promover a
completa retirada do sangue do 6rgdo. Os figados foram posteriormente cortados
com auxilio de pincas e bisturi e os fragmentos resultantes foram incubados durante
aproximadamente 3 h em estufa (30 °C) na presenca da enzima dispase (1,0 U.I'")
em PBS suplementado com glicose (1,0 g.I") para promover a dissociacédo dos
hepatocitos. Por fim, as células foram transpassadas por uma tela de metal (60
fios/polegada) para melhor dissociacdo das células e separacdo de eventuais
fragmentos de tecido. As células obtidas foram coletadas em PBS, centrifugadas em
baixa rotacdo (100-120 g, 3-5 min), lavadas quatro vezes para remocao de células
rompidas e restos do figado, e ressuspensas para 1,0x10° células por mililitro em
meio de cultura RPMI 1640 (2,0 g.I* D-glucose, pH 7,6) suplementado com NaHCO5
(25 mM), insulina mista (0,1 U.ml™"), gentamicina (40 mg.I™), estreptomicina (1 pg.ml’
1, penicilina (10 U.ml™Y), anfotericina-B (2,5 pg.I") e soro fetal bovino (5% v.v™).
Finalmente, 2,0x10° e 1,0x10° células (viabilidade > 97%) foram semeadas
respectivamente em microplacas de 96 e 24 pocos (TTP® ou Biofil®) de acordo com
a quantidade necessaria de células para os ensaios, e mantidas a 24°C uma
incubadora (pCO, de 1,7%) durante 4 dias para que houvesse adeséao, recuperagao
do procedimento de isolamento e reorganizacao dos hepatdcitos. Apos este periodo,
as células foram empregadas para a avaliacdo dos efeitos da cilindorspermopsina,
como discorrido no item 3.3.

Porém, antes de se estabelecer esse protocolo, a dissociacdo nao-
enzimatica, e outras digestbes enziméticas foram testadas para a obtencdo dos
hepatdcitos. Testaram-se solu¢des contendo apenas EDTA (2 mM em PBS, 30-60
min), tripsina-EDTA (0,05% tripsina, 2 mM EDTA em PBS, 15-30 min), pancreatina
(0,25% em PBS, 30 min, temperatura ambiente), colagenase IV (0,25 U.ml™ em
PBS, 30 min, 30 °C), dispase (1,0 U.I" em PBS, 30 min, 30 °C) e colagenase IV-
dispase (0,15 U.ml"* de colagenase IV, 0,5 U.mI™* de dispase em PBS, 30 min, 30
°C). Depois de selecionar o melhor protocolo de dissociacdo, as células foram
cultivadas em placas de cultura de 24 e 96 pocos de trés marcas diferentes (TPP®,

Biofil®, Corning®), com e sem pré-tratamento, usando matrigel (10 pg.mli™*) ou
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colageno tipo | desnaturado (gelatina) a 1,5%, a fim de determinar a melhor situacéo

de adesao celular.

3.3 Desenho experimental

A partir de cada cultura primaria foram estabelecidos 4 grupos
experimentais: um grupo controle (ndo exposto a cianotoxina) e trés outros grupos
expostos a 0,1, 1 e 10 pg.I™* de cilindrospermopsina purificada®>® em meio de cultura.
Para isso, as células foram isoladas e cultivadas durante os 4 dias determinados
como sendo essenciais para adeséo e recuperacao celulares. Em seguida, 75% do
meio de cultura de todos os grupos foram substituidos por um novo meio contendo
as mesmas suplementacfes, exceto pela presenca da cianotoxina nos grupos
expostos, e as células foram mantidas durante 72 h nas situacfes-teste.

Apbs o periodo de exposicao estar concluido, cada poco da placa foi lavado
duas vezes com PBS, e posteriormente a placa inteira foi congelada em freezer a -
76 °C para posterior realizagdo dos ensaios bioquimicos. Referente aos testes de
viabilidade celular, producédo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERONS) e
atividade da MXR, apo0s a lavagem dos pocgos das microplacas, as células foram
imediatamente utilizadas. Para o ensaio cometa, as células foram tripsinizadas
(EDTA dissédico a 0,02%, tripsina a 0,05% em PBS, a 24 °C, 15-20 min) e mantidas

protegidas da luz (para evitar quebras adicionais ao DNA).

3.4 Testes de viabilidade celular

Dois testes de viabilidade celular foram empregados: o teste de exclusdo do
azul de tripan para a verificagdo da viabilidade celular no momento que antecedia o
plaqueamento das células, e o teste do vermelho neutro para avaliar a citotoxicidade

da cianotoxina ao término do periodo de exposicao.

®> O valor (1pg.I™") é sugeridos pela literatura como valor maximo aceitavel, baseado na exposicdo a
camundongos (FALCONER e HUMPAGE, 2005 e 2006), sendo este adotado como valor médio no
estudo.

°A cilindrospermopsina purificada foi fornecida pelo Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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Para a execucdo do teste de exclusdo do corante azul de tripan, 10 pl da
suspenséao celular e 10 pl do corante azul de tripan a 0,4% foram adicionados a um
tubo de 0,5 ml e misturados. Apos 1 min, 200 células foram classificadas
visualmente em células viaveis e ndo viaveis sob microscopia de campo claro.

J& para a realizacdo do teste de vermelho neutro, os poc¢os foram lavados
com PBS e receberam 200 pl de meio de cultura contendo 50 pg.ml™* de vermelho
neutro. Apés 3 h de incubacdo em estufa a 24 °C e pCO, de 1,7%, os poc¢os foram
lavados trés vezes com solucdo contendo formol (15% em agua) e cloreto de calcio
(100 g.I'') para remocdo do corante ndo incorporado e fixacdo das células.
Posteriormente, foram adicionados 300 pl de solucéo de acido acético a 1% e etanol
a 50% aos pocos para extracdo do corante. Apos 15 min, o contetudo de cada poco
foi homogeneizado para ressuspensao do corante, aguardou-se 5 min para a
precipitacdo dos restos celulares e 200 pl do sobrenadante, sem restos celulares
detectaveis visualmente, foram transferidos para outra microplaca de 96 pocos para

guantificacdo da absorbancia em espectrofotobmetro a 540 nm.

3.5 Atividade do mecanismo de resisténcia a multixenobiéticos (MXR)

Foi utilizado o método de exclusao da rodamina descrito por CORNIWALL et
al. (1995), modificado por PESSATTI et al. (2002), com algumas modificacdes
adicionais para o emprego com células cultivadas em microplacas. Apés a
exposicao das células cultivadas em microplacas de 96 pocos, o meio de cultura foi
substituido por uma solucéo de rodamina B (1,0 uM em PBS), e as células foram
incubadas com na presenca desta solugcdo durante 30 min a 24°C. A solucéao foi
posteriormente removida, e as células foram lavadas duas vezes com PBS para
retirada do excesso de corante. Em seguida, cada poc¢o da microplaca recebeu 250
ul de PBS, e a microplaca foi congelada a -76 °C para o rompimento das células.
Apoés congelamento, o conteudo dos pocos foi descongelado, homogenizado e
transferido (200 ul do sobrenadante) para uma microplaca preta. Procedeu-se entéo
a medida da intensidade de fluorescéncia em espectrofluorimetro (A de excitacdo =
485 nm; A de emissdo = 530 nm), e o resultado obtido foi expresso como acumulo de
rodamina em por mg de proteina. Como controle positivo, foi utilizado verapamil (20

1M, 30 min) antes das amostras serem incubadas com radamina B.
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Para assegurar que a presenca de fluorescéncia da rodamina ou sua
interacdo com a amostra ndo interfere com a determinacdo da concentracdo de
proteinas pelo método de Bradford, foram realizados testes usando amostras com

concentragdes de rodamina semelhantes ao estudo.

3.6 Deteccao de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERONS)

Para detectar a producdo de ERONSs foi utilizado o marcador fluorescente,
diclorofluresceina diacetato (H,DCFDA). A H,DCFDA difunde-se passivamente nas
células, e é desacetilada (DCFH;) e subsequentemente oxidada principalmente via
reacdo catalisada por H,O./ peroxidase/ Fe?'/ citocromo c, e possivelmente
diretamente por outras ERONSs, originando 2'7'-diclorofluresceina (DCF) fluorescente
(HAUGLAND, 1996; BENQV et al., 1998).

Apos terminar o periodo de exposi¢do das células a cianotoxina, removeu-
se 0 meio de cultura dos pocos e um volume de 200 ul de meio de cultura contendo
H,DCFDA (10 mM preparado em DMSO; concentragao final do DMSO = 0,1%) foi
adicionado a cada micropoco. Passados 15 min de incubacdo a 24 °C, as células
foram lavadas duas vezes em PBS, e posteriormente foi adicionado em cada poco
250 ul de PBS acrescido de 2,0 mM de EDTA. A placa foi congelada a -76 °C, para
rompimento das células, descongelada e conteados dos micropogos foi
ressuspenso. Por fim, 200 ul do contetdo de cada poc¢o foi adicionado em uma
microplaca preta para a leitura em espectrofluorimetro (A de excitagdo = 488 nm; A
de emisséo = 530 nm. Embora este método quantifique principalmente o perdxido de
hidrogénio, ele ndo é totalmente especifico para esta espécie reativa de oxigénio, e
outras ERONs também podem converter H,DCFDA para H,DCF fluorescente.
Durante todos os procedimentos, as células forma mantidas em gelo protegidas da
luz para evitar perda de fluorescéncia.

3.7 Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

A atividade geral das Glutationa S-transferases (GST) foi monitorada através

do aumento de absorbancia resultante da formacdo de um tioéter pelos substratos
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GSH e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (KEEN et al.,, 1976). Para isso, as
amostras em microplacas foram descongeladas em gelo, sendo em seguida
adicionados 150 ul de PBS por pogo para ressuspensdo do conteudo intracelular (as
células sdo rompidas durante o congelamento), e as microplacas foram
centrifugadas a 2800 g por 10 min a 4 °C. O volume de 30 pl do sobrenadante da
amostra foi adicionado a uma nova microplaca (PBS para o branco) e,
imediatamente antes das leituras de absorbancia, 170 ul do meio de reacédo (GSH a
1,5 mM, CDNB’ a 2,0 mM, tampdo fosfato de potassio a 100 mM, pH 6,5) foi
rapidamente acrescentado. O aumento gradual na absorbancia foi registrado em
intervalos de 12 s durante 2 min a 340 nm para posterior selecdo do primeiro
intervalo de 1 min com r?2 0,99 para o calculo do delta da absorbancia por minuto. A
atividade da enzima foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 9.6

mMt.cm™.

3.8 Atividade da Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

A G6PDH é uma importante enzima envolvida na reducdo do NADP" em
NADPH, que é cofator na reducdo de GSSG em GSH pela glutationa dissulfeto
redutase. A atividade da G6PDH foi determinada de acordo com GLOCK E MCLEAN
(1953), num método que tem por principio a detec¢cdo do aumento na absorcéo de
luz provocada pela reducédo da NADP" a NADPH (A= 340 nm) pela enzima G6PDH
ao custo de glicose 6-fosfato (G6P). As amostras em placas de 96 pogos foram
descongeladas em gelo, sendo adicionado em cada po¢o 150 uyl de PBS para
ressuspensdo do contedudo intracelular. Posteriormente as placas foram
centrifugadas a 2800 g durante 10 min a 4 °C. Por fim, um volume de 50 ul de
sobrenadante (PBS para o branco) seguido de 150 pl de meio de reacéo (B- NADP”
(nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato) a 1 mM, glicose 6-fosfato a 2 mM e
MgCl, a 10 mM em tampéo Tris-HCIl a 100 mM, pH 8,0 e 25 °C) foram adicionados a
uma microplaca. A absorbancia foi monitorada (A= 340 nm) durante 3 min em

intervalos de 10 s e o primeiro intervalo de 1 min com r* = 0,99 foi selecionado. O

’ Diluir o CDNB inicialmente em um pouco de etanol (~40-50 mM) antes de adicionar a solugéo de
reacao.
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coeficiente de extingdo molar para o0 NADPH de 6,22 mM™.cm™ foi utilizado para o
calculo da atividade da G6PDH.

3.9 Glutationa total e reduzida

Para determinar o conteddo de glutationa total as células cultivadas em
placas de 24 pocos foram lavadas com PBS e congeladas a -76°C. O lisado celular
foi suspenso em 100 pl de PBS gelado, e os conteudos de dois pocos foram
misturados (para aumentar a quantidade de amostra) e transferidos para tubos de
1,5 ml. Apés centrifugacdo®, 50 upl do sobrenadante foram separados para
guantificacdo de proteinas totais e 150 pl do sobrenadante recebeu 30 pl de &cido
tricloroacético a 50% para a precipitacdo de proteinas ap0s uma nova
centrifugacdo®. Em seguida, 150 pl do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo e o pH foi neutralizado com 390 ul de Tris (0,4 M, pH 8,9). Finalmente,
200 pl da solucdo neutralizada foram separadas em dois tubos de 1,5 ml para a
guantificacdo da glutationa total e da glutationa reduzida, respectivamente. No
primeiro tubo, foi adicionado 26 pl de solugéo contendo 0,9 U.ml* de glutationa
dissulfeto redutase e 1,8 mM de NADPH em tampéo Tris (0,4 M, pH 8,9). O segundo
tubo recebeu 26 pl de tampéao Tris (0,4 M, pH 8,9). Apés 10 min de incubagao a
temperatura ambiente, 200 pl do conteddo dos tubos foram colocados em
microplacas de 96 pocos e receberam 20 pl DTNB (2,5 mM de 5,5 '-dithiobis (acido
2-nitrobenzéico) em metanol 25%). Apds 5 min, a absorbancia foi medida a 415 nm
para o calculo do conteudo de GSH por comparacdo com uma curva-padrao. A
concentracdo de glutationa dissulfeto foi calculada pela diferenca entre o contetdo
da glutationa total e da GSH sendo possivel estabelecer a razdo 2GSH/GSSG
(SEDLAK E LINDSAY (1968) e GRIFFITH (1980) com modificacdes).

3.9.1 Validacdo do método para quantificacdo da glutationa total

A fim de confirmar se o teste descrito acima € eficiente para determinar a

concentracéo de glutationa total e assim possibilitar a determinacdo da concentracao

%10.000 g, 10 min a 4°C
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da GSSG a partir da diferenca entre GSH e glutationa total, foi realizado um teste
prévio utilizando concentragcdes conhecidas de GSH e GSSG. Para isso, foram
usadas trés concentracdes de GSH e GSSG (5, 10 e 20 mM). As amostras em cada
uma das concentracbes foram misturadas e divididas em dois grupos. O grupo A
recebeu 26 pl de tampéo Tris (0,4 M, pH 8,9) e o grupo B 26 ul de solugcéo contendo
0.9 U.ml™* de glutationa dissulfeto redutase e 1,8 mM de NADPH. Apés 10 min de
incubacao a temperatura ambiente, 200 ul do contetdo dos tubos foram colocados
em microplacas de 96 pocos. As absorbéncias foram medidas a 415 nm apds
decorridos 5 min da adicdo de 20 pl DTNB (2,5 mM de 5,5'- ditiobis (acido 2-
nitrobenzéico) em metanol 25%). A concentracdo de glutationa dissulfeto foi
calculada pela diferenca entre a glutationa total medida no grupo B e a GSH (medida

no grupo A), sendo possivel estabelecer a razdo 2GSH/GSSG.

3.10 Carbonilacéo de proteinas (PCO)

Proteinas podem ser carboniladas durante processo de estresse oxidativo. A
carbonilagdo consiste na modificagdo das cadeias laterais de aminoacidos com a
formacdo de grupamentos do tipo aldeidos, cetonas, amidas, carboxilas e ésteres.
Estes danos na estrutura protéica (especificamente a formacdo de grupamentos
aldeidicos e cetbnicos) foram avaliados de acordo com LEVINE et al. (1994) e
QUINLAN e GUTTERIDGE (2000). As células cultivadas em placas de 24 pocos
foram lavadas com PBS e congeladas a -76°C. O lisado celular foi ressuspendido
em 300 pl de PBS gelado, sendo transferido para um tubo de 1,5 ml e centrifugado
(12.000 g, 20 min, 4 °C). ApoOs isto, 200 pl do sobrenadante das amostras foram
colocados em tubos, e um volume de 500 ul de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (10 mM
DNPH em 2 M de HCI) ou de HCI (2 M, sem DNPH) foram adicionados aos tubos
usados para a reagao e para 0s respectivos brancos, sendo o conteddo misturado
em vortex por 5 min e mantidas a 30 °C por 1,5 h. As proteinas foram precipitadas
pela adicdo de 1 ml de &cido tricloroacético a 28 % e centrifugadas a 9.000 g por 10
min. Os pellets de proteinas foram lavados trés vezes pela suspensdo em etanol/etil
acetado (1:1), misturados em vortex e centrifugados novamente. As proteinas foram
entdo solubilizadas em 6 M de cloreto de guanidina e centrifugadas em 9.000 g por

5 min para remover tracos de material insoluvel. A presenca de carbonilas foi
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medida espectrofotometricamente a 360 nm e a concentragdo de carbonilas
determinadas usando o coeficiente de absorcdo molar de 2,1 x 10* M".cm™? para
hidrazonas e normalizada pelo conteudo total de proteinas, quantificadas em uma

aliquota reservada da primeira centrifugacao.

3.11 Peroxidacéo lipidica (LPO)

Danos aos lipidios com formacdo de hidroperdxidos lipidicos podem ser
detectados pelo método FOX (Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method). Este
método baseia-se na rapida oxidacdo do Fe*? mediada por per6xidos sob condicées
4cidas e posterior formac&do do complexo Fe*® - laranja de xilenol (fonte de absorcéo
de luz) na presenca do estabilizador hidroxitolueno butilado (JIANG et al., 1992).

Células cultivadas em placas de 24 pocos foram lavadas com PBS e
congeladas a -76 ° C. As amostras foram descongeladas em gelo e em cada poco
foram adicionados 250 ul de PBS para ressuspenséo do conteudo, que foi removido
para tubos de 1,5 ml, os quais foram centrifugados a 1000 g por 5 min a 4°C. Apés a
centrifugacéo, 200 ul do sobrenadante (PBS para o branco) foi removido para novos
tubos, nos quais foram adicionados 500 ul de meio de reacao [(laranja de xilenol a
100 uM, H,SO,4 a 25 mM, BHT (hidroxitolueno butilado) a 4 mM, FeSO4.NH, (sulfato
ferroso amoniacal) a 250 uM (acrescentados na sequéncia descrita em metanol
PA)]. Apo6s incubacédo durante 20 min, as amostras foram centrifugadas novamente a
10.000 g durante 5 min a 4 °C. Em seguida, adicionou-se 250 ul do sobrenadante a

uma microplaca, procedendo-se a medida de absorbancia a 570 nm.

3.12 Ensaio Cometa

Para o ensaio cometa foi utilizado o protocolo proposto por SINGH et al.
(1988) com modificagdes. As ceélulas foram tripsinizadas (tripsina 0,05%, 2 mM de
EDTA) em temperatura ambiente, lavadas com PBS, ressuspendidas em agarose de
baixo ponto de fusdo a 0,5% e estendidas, com o emprego de laminula, sobre
laminas de vidro cobertas previamente com agarose de ponto de fusdo normal a

1,5%. ApoOs a solidificagdo da agarose, as laminulas foram cuidadosamente
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removidas e as laminas colocadas em solugdo de lise (NaCl a 220 mM, EDTA a 9
mM, Tris-base a 0,9 mM, Triton X-100 a 1%, DMSO a 10%, sarcosianato de sodio a
0,9%, pH 10) por 24 h a 4°C. Em seguida, as laminas foram reservadas em tampéao
de eletroforese para permitir o desenrolamento do DNA por 25 min, periodo apos o
gual um campo elétrico de diferenca de potencial de 25 V e intensidade de corrente
de 300 mA foi aplicado durante 25 min. Ao término da eletroforese, as laminas foram
neutralizadas com solucdo tampao e preservadas em etanol. Em seguida, o DNA
corado com brometo de etidio. Em cada lamina, 100 nucletides foram visualmente
classificados de acordo com o comprimento do rastro de migracdo sob microscépio
de fluorescéncia e um escore para cada lamina foi calculado através de uma média
ponderada da classe do dano pela porcentagem de incidéncia do mesmo (Escore =
> (classe do dano x % de incidéncia)). Foram reconhecidas 4 classes de danos
(classes 0, 1, 2 e 3) de acordo com o grau de fragmentacdo do DNA, o que é

identificado como um deslocamento maior no gel da eletroforese.

3.13 Quantificacao de proteinas totais

Com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios
bioquimicos, a quantificagéo de proteinas totais nas amostras foi necessaria. Para a
guantificacdo de proteinas utilizaram-se os sobrenadantes das amostras obtidos
apos centrifugacdo, cuja velocidade e tempo foram os mesmos empregados para
cada ensaio especifico. Como o metanol e o TCA em altas concentracdes precipitam
proteinas, para quantificacdo de proteinas nos ensaios de LPO e GSH foram
reservadas aliquotas em separado.

Em uma microplaca, adicionaram-se 10 yl do sobrenadante das amostras
seguidos de 250 pul do reativo de Bradford (Coomassie brilliant blue BG-250) e
procedem-se as leituras de absorbancia em 595 nm. Como branco utilizou-se PBS.
A concentracao de proteinas foi determinada a partir da comparacao dos valores de
absorbéancia com aqueles provenientes de curva-padrdo de BSA (albumina de soro
bovina) nas concentragdes de 0, 125, 250, 500, 750 e 1000 ug de BSA por mililitro
de volume final de solucdo (BRADFORD, 1976). A curva-padrao incluia pelo menos
guatro réplicas por concentracdo de BSA e esteve presente em todos 0s ensaios de

guantificacao de proteinas.
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3.14 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com a finalidade de avaliar a morfologia e a disposicdo das células
formando cordBes depois de cultivadas por sete dias, as células foram analisadas
em microscopia eletrébnica de varredura. Estas foram fixadas na prépria placa de
cultura com imersdo em glutaraldeido a 3% durante 1 h e preservadas em etanol a
70% na geladeira. Em momento propicio, o fundo das placas foi cuidadosamente
cortado e as células aderidas sobre os pedacos de plastico foram desidratadas em
série crescente de etanol (Merck) (50, 70, 80, 90, 100, 100%) por 5 min cada,
saturadas de CO; liquido (ponto critico) e metalizadas com ouro para observacao
sob o0 microscoépio eletrbnico de varredura JEOL JSM — 6360 LV no Centro de

Microscopia Eletronica da UFPR.

3.15 Tratamento estatistico dos dados

Para cada biomarcador analisado, foram realizados trés experimentos
independentes; em cada experimento foi empregado um pool de células
provenientes do figado de 3 peixes. Uma série de 24 repeticdes por experimento
foram utilizadas para os ensaios de viabilidade celular, atividades da MXR, GST e
G6PDH, e determinacdo da concentragdo de ERONS, totalizando 72 repeticdes (24
repeticbes x 3 experimentos), enquanto que 6 repeticdbes por experimento foram
utilizadas para determinacdo da concentracdo das glutationas, peroxidacao lipidica,
carbonilacéo de proteinas e danos no DNA, totalizando 18 repeticdes. Para o ensaio
cometa empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, enquanto que para os demais
ensaios foi utilizado a Andlise de Variancia de uma Via (one-way ANOVA) seguida,
guando aplicivel, do pds-teste de Tukey-Kramer.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizacdo da metodologia para o isolamento e cultivo primério de
hepatécitos de P. lineatus

Para o estabelecimento da metodologia de dissociacdo de hepatdcitos de P.
lineatus, seis protocolos diferentes foram testados. A dissociagdo ndo enzimatica
com EDTA néo foi satisfatéria devido a lise da maioria das células durante o
processo. O mesmo inconveniente aconteceu ap6s o uso das enzimas tripsina e
pancreatina. No entanto, as enzimas colagenase 1V, colagenase IV associada com
dispase, e somente dispase resultaram em bom rendimento e viabilidade celulares
(Tabela 1). O protocolo utilizando colagenase IV apresentou uma viabilidade celular
de 88% e rendimento de 1,01x10” hepatdcitos por grama de figado, enquanto que as
enzimas colagenase IV e dispase associadas resultaram em um aumento
aproximado de trés vezes na quantidade de hepatdécitos obtidos por grama de figado
(Tabela 1). No entanto, o melhor resultado obtido foi utilizando apenas a enzima
dispase com uma viabilidade de 97% (~ 7% maior que nos outros testes) e um total
de 6,36x10’ hepatécitos por grama de figado (~ 77% maior que a associacdo da
colagenase IV com a dispase) ao final do processo (Tabela 1). Logo, a metodologia
empregando dispase mostrou-se melhor e mais adequada para 0s ensaios de
exposicdo as cianotoxinas pretendidos no presente estudo, e por isso este protocolo

foi adotado para os testes subsequentes de adesao e exposicéo.

TABELA 1 - Valores médios de rendimento e viabilidade celulares para os procedimentos testados
no isolamento de hepatécitos de P. lineatus.

Procedimento Células por grama de figado Viabilidade
EDTA nd nd
Tripsina nd nd
Pancreatina nd nd
Colagenase IV 1,01x10°£ 0,3 88%: 0,5%
Colagenase IV + Dispase 3,58x10'+ 0,5 90%z 2%
Dispase 6,36 x10'+ 0,6 97%z= 1%

Rendimento e viablildade celular de hepatécitos de P. lineatus. Média + Desvio padréo.
Nd — Nao determinado devido a lise da maioria das células obtidas apos a dissociagéo.
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Os hepatdcitos aderiram adequadamente em duas das trés marcas de
placas de cultura testadas, TTP® e Biofil®, sendo que a adesdo na TTP® apresentou-
se melhor do que na Biofil®. No entanto, ndo houve beneficios em se cobrir as
placas de cultura com matrigel ou coldgeno I, por ndo haver melhora evidente na
adesao celular, conforme foi observado sob microscopia de contraste de fase. Além
disso, independentemente das condicdes de adesdo testadas, sdo necessarios
guatro dias para que haja recuperacdo do procedimento de isolamento e uma boa
adesao das células, uma vez que grandes agrupamentos de hepatocitos formando
corddes de células podem ser observados apenas apés esse periodo (Figuras 3 e
4).
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FIGURA 3 - Hepatécitos de P. lineatus sob microscopia de contraste de fase. Células apds a

dissociacdo na camera de Neubauer (A); apds sete dias de cultura os hepatdcitos apresentam
grupamentos formando corddes de células (B - seta); detalhe dos corddes de hepatdcitos (C).
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FIGURA 4 - Hepatdcitos de P. lineatus apds sete dias de cultura sob microscopia eletrénica de
varredura. Aspecto geral da cultura com hepatdcitos organizados em corddes (A) formando
agregados (B); (C) detalhe de um grupo de hepatocitos agregados.
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4.2 Efeitos da cilindrospermopsina
4.2.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular dos hepatdcitos de P. lineatus medida apds exposicdo a
cilindrospermopsina sofreu reducéo significativa nas concentracdes de 0,1 (8,2%) e
1,0 pg.I* (8,0%), quando comparados com o controle, embora n&o tenha havido

diferencas significativas entre os grupos controle e exposto a 10 ug.I™* (Figura 5).

FIGURA 5 - Viabilidade celular em hepatécitos de P. lineatus expostos a cilindrospermopsina
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Viabilidade celular em porcentagem comparado com o controle. Média + desvio padrdo. Letras
diferentes (a, b) indicam grupos estatisticamente distintos. p <0,05.

4.2.2 Atividades da GST e G6PDH

Quando comparado, 0 grupo controle e os expostos a cilindrospermopsina
apresentaram valores similares para as atividades da GST e da G6PDH. Por outro
lado, atividade da GST sofreu reducdo (12%) no grupo exposto a 10 pg." de
cilindrospermopsina em comparacéo a concentracdo (1 pg.I) da toxina, enquanto
gue uma reducdo significativa da atividade da G6PDH (19%) ocorreu no grupo
exposto a maior concentracdo da toxina com relacdo as menores concentracdes

(Figuras 6 e 7).
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FIGURA 6 - Atividade especifica das GST em hepatocitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.
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Atividade em micromoles do tioéter GSH-CDNB formado por minuto por miligrama de proteinas.
Média + desvio padréo. Letras diferentes (a, b) indicam grupos estatisticamente distintos. p <0,05.

FIGURA 7 - Atividade especifica da G6PDH em hepatécitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.
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Atividade em micromoles de NADPH formado a partir da reducdo do NADP+ por minuto por miligrama
de proteinas totais. Média + desvio padrdo. Letras diferentes (a, b) indicam grupos estatisticamente
distintos. p <0,05.

4.2.3 Glutationa total reduzida

N&o foram observadas alteragbes na concentracédo da glutationa total e da
glutationa dissulfeto decorrentes da exposicdo a cilindrospermopsina. A

concentracdo média de glutationa total e dissulfeto em hepatdcitos cultivados de P.
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lineatus foi, respectivamente, de 53,6 + 15,8 e 12,15 * 4,14 pmoles de tidis n&o
proteicos por mg de proteina (Figura 8). Como esperado por estes resultados, a
razdo entre a glutationa reduzida e oxidada (2GSH/GSSG) também né&o sofreu
alteragbes, mantendo-se em torno de 5,4 = 2,3 ymoles de tidis ndo proteicos por mg

de proteina (Figura 9).

FIGURA 8- Concentracdo de glutationa em hepatécitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.
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Concentracdo em micromoles de glutationa total / glutationa dissulfeto (GSSG) por miligrama de
proteina. Média * desvio padréo. p <0,05.

FIGURA 9 - Razdo de glutationa (2GSH/GSSG) em hepatécitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.
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Razao entre glutationa reduzida e dissulfeto. Média + desvio padréo. p <0,05.
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4.2.3.1 Teste do método para a quantificacdo da glutationa total

A avaliacdo do teste da glutationa total mostrou-se positivo como pode ser
observado na figura 10, que mostra que os valores obtidos sdo similares as

concentracoes de GSH e GSSG empregadas.

FIGURA 10 - Concentracdo de GSH e GSSG quantificadas no método modificado
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Concentracdo da glutationa oxidada (obtida a partir da diferenca entre glutationa total e GSH) e da
GSH. Média + desvio padréo. p <0,05.

4.2.4 Deteccgao das espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERONS)

Os niveis de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio aumentaram em
aproximadamente 25% em todos 0s grupos expostos a cilindrospermopsina quando

comparados com o controle (Figura 11).
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FIGURA 11 - Niveis de espécies reativas em hepatécitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.
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ERONs em porcentagem comparado com o controle. Média + desvio padréo. Letras diferentes (a, b)
indicam grupos estatisticamente distintos. p <0,05.

4.2.5 Atividade da MXR

Ao comparar O grupo controle com 0S grupos expostos a
cilindrospermopsina, observou-se que a atividade MXR diminuiu em 22% apdés a

exposicao (Figura 12).

FIGURA 12 - Atividade da MXR em hepatdcitos de P. lineatus expostos a cilindrospermopsina.
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Atividade da MXR em porcentagem comparado com o controle. Média + desvio padrdo. Letras
diferentes (a, b) indicam grupos estatisticamente distintos. p <0,05.
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4.2.6 Carbonilacéo de proteinas, peroxidacao de lipideos e danos no DNA

N&o foram observadas alteracdes do tipo carbonilacdo em proteinas dos
hepatdcitos decorrentes da exposicao a cilindrospermopsina. A concentracdo média
de carbonilas em proteinas dos hepatdcitos cultivados de P. lineatus foi de 0,036

+

0,009 micromoles de carbonilas por miligrama de proteinas (Figura 13).

FIGURA 13 - Carbonilacdo de Proteinas medidas em hepatdcitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.
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Concentracdo de proteinas carboniladas em micromoles de carbonilas por miligrama de proteinas.
Média + desvio padréo. p <0,05.

O mesmo ocorreu com a molécula de DNA, onde o grau de fragmentacao
determinado pelos escores através do teste cometa ndo apresentaram diferencas

estatisticas entre os grupos. O valor médio foi de 249,36 + 29,8 (Tabela 2).

Tabela 2 - Percentual de nucledides com escores das classes de danos no DNA (0, 1, 2, 3 e 4)
medidos em hepatdcitos de P. lineatus expostos a cilindrospermopsina.

0 1 2 3 4 Escores
Controle 35+31 55+29 27,6 +15,1 52,2+11,8 11,1+£8,1 261,9+235
CYNO,1 48+52 7,2+6,7 24,8 +8,8 52,2+ 15,4 11,0+55 257,4+36,9
CYN 1,0 8777 76+50 388%14,6 37,5+12,6 74+90 227,1+38,2
CYN 10 6,0+3,3 7,0+4,3 27,1+6,5 50,2+7,2 9,7+5,3 251,1+20,6

Escores = ) (classe de dano x porcentagem de incidéncia). Média + desvio-padréo.
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N&o houve diferenca estatistica na peroxidacdo lipidica entre o grupo
controle e as duas menores concentragdes de cilindrospermopsina (0,1 e 1,0 pg.l™).
No entanto, 0 grupo exposto & maior concentracdo (10 pg.I") da toxina apresentou
um aumento de 35% na concentragdo de hidroperdxidos quando comparado com o

controle (Figura 14).

FIGURA 14 - Peroxidagdo Lipidica medida em hepatécitos de P. lineatus expostos a
cilindrospermopsina.

0,0030

— O

0,0025

0,0020

0,0015

——Q

0,0010

0,0005

pmoles de hidroperoxidos.mg prot?

0,0000 T T T :
Controle CYNO,1 CYN1 CYN 10

Concentracdo em micromoles de hidroperéxidos por miligrama de proteinas. Média + desvio padrao.
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5. DISCUSSAO

5.1 Isolamento e cultura dos hepatécitos

No presente estudo, seis procedimentos de isolamento de células distintos
foram testados, um empregando apenas quelante de metais divalentes e cinco
utilizando diferentes tipos de proteases. Embora a técnica de perfusdo em duas
fases, que emprega um agente quelante de Ca™ como o EDTA junto com a enzima
colagenase, seja 0 método mais utilizado atualmente para obter alto rendimento de
células viaveis do figado para mamiferos e peixes (NAIK et al., 2007; YANHONG et
al. 2008), a melhor enzima para o isolamento dos hepatécitos de P. lineatus foi a
dispase na concentracdo de 1 U.ml*. O método ndo enzimatico e as demais
enzimas testadas, embora tenham demonstrado sucesso na dissociacdo de
hepatécitos de outras espécies de peixes durante o estabelecimento de cultura
primaria (WAARDE et al., 1981; SEDDON e PROSSER, 1999; FILIPAK NETO et al.,
2006; YUE et al., 2006; NAIK et al., 2007), ndo foram tdo eficientes quanto a
dispase. Particularmente, os protocolos de dissocia¢cdo ndo enzimatica, com 0 uso
da pancreatina ou da tripsina resultaram no rompimento da grande maioria das
células, mesmo apds um tempo de incubacao inferior ao da dispase, comprovando a
forte coesdo existente entre as células do figado de P. lineatus e a maior
sensibilidade nesta espécie a acdo destas enzimas. De fato, o uso de enzimas no
processo de dissociacdo de tecidos deve levar em consideracdo o tempo e a
concentracdo empregada para ndo afetar a integridade dos hepatdcitos, diminuindo
a eficiéncia do processo (SEDDON e PROSSER,1999; YANHONG et al., 2008), e
neste sentido a dispase apresenta baixa agressividade mesmo apds incubacéo
durante 3 h, como verificado pela viabilidade celular.

Em termos de rendimento celular, os valores obtidos para P. lineatus foram
menores do que o relatado para outra espécie de teledsteo brasileiro, H.
malabaricus, em protocolos desenvolvidos no Laboratorio de Toxicologia Celular-
UFPR, onde obteve-se 9,4x10" hepatdcitos por grama de figado (FILIPAK NETO et
al., 2006). No entanto, o método pode ser considerado eficiente para a realizacao
dos ensaios toxicolégicos pretendidos, uma vez que esta espécie representa um

nivel tréfico diferente das anteriores. A literatura relata que a espécie doadora de
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células tem papel fundamental no sucesso das culturas, seja pelas diferencas
interespecificas com relacdo ao grau de adesao célula-célula e célula-matriz, ou pela
sua fisiologia, peso, sexo e idade do peixe doador, assim como o estado nutricional
(MOMMSEN et al.,, 1994; SEGNER, 1998), o que poderia explicar as diferencas
observadas em termos de rendimento de hepatdécitos entre as espécies.

Os hepatdcitos de P. lineatus reorganizaram-se eficientemente em culturas
com densidades de 4x10° células.cm™ na superficie da placa (1,0x10° células.ml™
de meio de cultura), ocupando quase que todo o espaco disponivel na superficie das
placas de cultura. Esta alta densidade celular, apesar de ser um pouco menor do
gue a usada em outros peixes teledsteos brasileiros (FILIPAK NETO et al., 2006;
BUSSOLARO, et al., 2010) é suficiente e necessaria a manutencdo da viabilidade
celular por pelo menos sete dias, de modo que hepatdcitos semeados em baixa
densidade desaderem apds poucos dias e entram em processo de morte celular.
Embora a densidade celular possa afetar a manutencdo da funcionalidade e a
proliferacdo de hepatdcitos, com um estimulo proliferativo e perda mais rapida de
funcbes especificas em hepatocitos cultivados em densidades mais baixas
(NAKAMURA et al., 1983; HAYASHI e OOSHIRO, 1986), ndo é comum o relato de
proliferagdo celular em culturas primarias com hepatdcitos de peixe.

O pré-tratamento das placas de cultura com matrigel ou colageno |
desnaturado ndo melhorou significativamente a ades&o de hepatocitos de P. lineatus
nas placas de cultura analisadas, conforme observado em microscopia de contraste
de fase. No entanto, nas duas situagfes 0s hepatdcitos conservaram seu formato
globular e os contatos intercelulares foram recriados, de modo similar ao observado
para H. malabaricus e H. commersoni (FILIPAK NETO et al., 2006; BUSSOLARO, et
al., 2010), o que é necessario para a sobrevivéncia dos hepatoécitos in vitro.

Mesmo nas condicbes padronizadas, os hepatdcitos de P. lineatus
requereram em média quatro dias para aderir a superficie das placas de cultura e se
recuperarem do processo de isolamento, reagregando-se e restabelecendo as
interacdes celulares. Em média, um dia a mais do que 0 necessario para as
espécies brasileiras de peixes ja padronizadas (FILIPAK NETO et al.,, 2006;
BUSSOLARO, et al., 2010), e isso deve-se, provavelmente, a diferencas
interespecificas e ao tipo de procedimento utilizado na dissociacdo dos hepatocitos.
Apbés o periodo de adeséo, boa parte das células ndo aderidas ou mortas e restos

celulares podem ser removidos através de lavagem das células com PBS ou meio
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de cultura, o que permite a utilizagdo de células funcionais para 0s ensaios
desejados. Além disso, a reorganizacao celular e a presenca de poucos restos
celulares observados entre os corddes de hepatocitos séao fortes evidéncias de que
as células encontram-se sob condi¢cbes adequadas de cultura (SEGNER 1998;
FILIPAK NETO et al., 2006; NAIK et al., 2007).

A padronizacdo da cultura de hepatocitos de P. lineatus é importante, uma
vez que P. lineatus, H. malabaricus e H. commersoni, sdo espécies brasileiras que
pertencem a niveis tréficos diferentes e habitam diferentes extratos, estando,
portanto, submetidas a diferentes graus e formas de exposicdo a poluentes em
ambientes aquaticos com caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas particulares.
Logo, a diversidade de modelos disponiveis permite uma melhor compreensao de
diversos aspectos da toxicologia. Além disso, espera-se que estas abordagens in
vitro possibilitem no futuro diagnosticar ambientes impactados, sendo que a
gualidade deste diagnéstico dependera da escolha dos melhores modelos in vitro e

das devidas validacdes.

5.2 Efeitos da cilindrospermopsina

Embora o Ilimite aceitavel de cilindrospermopsina em agua potavel
estabelecido pelo Ministério da Salde em 2004 seja de 15 pg.I* (Brasil, 2005),
alguns pesquisadores como FALCONER e HUMPAGE (2005 e 2006) relatam que
ainda ndo ha dados suficientes para se definir um limite maximo admissivel para a
cilindrospermopsina em agua destinada ao consumo humano. Segundo estes, com
base nos dados provenientes da exposi¢cado oral subcrénica em camundongos, 0
valor ndo deveria passar de 1 pg.I™*, valor que j4 vem sendo adotado como méximo
aceitavel por outros paises, como a Australia. O alto potencial citotoxico pode ser a
razdo para a alteracdo do limite atual, mas poucos estudos tém investigado o0s
efeitos da cilindrospermopsina sobre vertebrados aquaticos, como 0s peixes. Mais
especificamente, poucos estudos tém focado nos efeitos desta toxina em um tecido-
alvo conhecido como o figado ou em células-alvo como os hepatdcitos. Logo, o
modelo de cultura priméaria de hepatdcitos de P. lineatus padronizado no presente
estudo foi utilizado para investigar os efeitos das concentracées de 0,1; 1 e 10 pg.I™*

de cilindrospermopsina purificada baseadas nos dados supramencionados.
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Apdbs exposicdo por 72 h, a atividade reduzida da MXR encontrada neste
trabalho mostrou que o mecanismo bioldgico natural de defesa de “primeira linha”
presente nas células, responsavel pela efluxo de xenobidticos, toxinas, drogas e
metabdlitos endobioticos (KURELEC, 1992) foi afetado. Embora as células
normalmente respondam as muitas formas de estresse quimico pelo aumento da
atividade da MXR, a fim de facilitar o efluxo de substancias toxicas (GOTTESMAN e
PASTAN, 1993), como quando expostas a alguns tipos de pesticidas (Arochlor, DDT
e PCBs), ou metais pesados (chumbo, arsénio e cadmino) (CHIN et al., 1990;
CORNWALL, et al.,, 1995; PESSATTI, et al., 2002; ), a reducdo da atividade
observada, similar ao encontrado em células expostas a 6Oleo diesel (SMITAL e
KURELEC, 1998), pode provocar acumulo de cianotoxinas, ja que algumas destas
tem a capacidade de serem transportadas pelo mecanismo da MXR (CONTARDO-
JARA et al., 2008), logo a cilindrospermopsina, poderia também estar sendo
acumulada no interior dos hepatocitos, além de outras substancias endobidticas e
xenobidticas e, consequentemente, sensibilizando as células a outros estressores
guimicos, alterando a homeostase celular. Sendo assim, os hepatocitos de P.
lineatus expostos a cilindrospermopsina apresentaram uma sensibilidade
significativa e podem sucumbir mais rapidamente a uma eventual exposi¢cdo a
xenobidticos ou a outros metabolitos que séo substratos para os transportadores da
superfamilia  ABC, que funcionam no mecanismo MXR. Esse mecanismo €
considerado como uma fase Ill da “biotransformacdo” de drogas e xenobioticos
(BARD, 2000), atuando no transporte (expulsao) de metabdlitos e xenobidticos. Em
altas concentracdes, alguns xenobidticos acumulam-se e sdo metabolizados por
uma ou mais isoformas do P450. Estes metabdlitos hidroxilados podem ser
removidos por transportadores como a Pgp, ou podem ainda serem modificados
pela conjugacdo da glutationa (GSH) ou outras moléculas endobidticas como &cido
glucurénico, sulfato etc, sendo o conjugado expulso da célula pela MRP. A expulsdo
do xenobidtico pode ser também de forma direta, sem a necessidade de passar
pelas enzimas do citocromo P450. (BARD, 2000; VAN DER OOST et al., 2003) Ou
seja, o figado claramente depende deste sistema de efluxo de xenobidticos e a
sensibilizacdo destas células aumenta a possibilidade de ocorréncia de insuficiéncia
hepética.

O efeito de inibidores deste mecanismo presentes na agua de ambientes

naturais ja foi relatado (SMITAL et al., 2000), demonstrando haver uma relacéao entre
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0 grau de poluicao e a atividade de transporte do mecanismo MXR. O mecanismo de
defesa é induzivel, aumentando sua atividade em aguas poluidas; contudo, € fragil,
pois seu efeito protetor é anulado na presenca de determinados xenobidticos ou
quimiossensibilizadores®. Assim, um determinado composto, tido até entdo como
nao toxico, que seja um bom substrato ou inibidor da Pgp, pode também sensibilizar
a célula a compostos ja presentes em um ecossistema poluido e,
consequentemente, aumentar os efeitos tdxicos destes xenobiodticos (MULLER et al,
1998).

Reconhecer que a presenca de um xenobidtico, que seja um bom substrato
para a Pgp, pode inibir ou bloquear o efluxo de outro(s) xenobidtico(s), pode facilitar
o entendimento e interpretacdo dos dados de bioacumulacéo, biodisponibilidade,
metabolismo, toxicidade, relacdo dose-efeito e outros parametros relacionados. O
efeito da adicdo de um composto, que seja bom substrato para Pgp, a um
ecossistema ja poluido pode causar efeitos téxicos em varias espécies. Tais efeitos
poderiam ser inesperados e inexplicaveis pelos niveis de substancias toxicas
estarem abaixo dos limites estabelecidos. Além disso, o blogueio da funcgéo
fisiolégica da Pgp de extrusdo de substancias toxicas, por quimiossensibilizadores,
poderia causar uma auto-intoxicagdo de um organismo com seus proprios
metabdlitos enddégenos (KURELEC, 1997). Sendo assim, fica claro que a utilizacédo
do sistema MXR como biomarcador em hepatdcitos cutivados representa uma
ferramenta importante na investigacdo de efeitos de misturas complexas, devido ao
seu papel fundamental para o funcionamento celular. Esse biomarcador pode
contribuir substancialmente para a avaliacdo dos efeitos de misturas complexas
presentes no ambiente natural, visto que este mecanismo esta envolvido com a
resisténcia celular e toxicidade dos mais diversos xenobioticos, e € um biomarcador
cuja analise é pratica e rapida.

A alteragdo do ambiente redox celular € um importante mecanismo envolvido
na disfuncéo celular e tecidual induzida por diferentes compostos, e 0 aumento da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERONSs) observado

poderia ser consequéncia direta da acao intracelular da cilindrospermopsina, ou

® Substancias nao toxicas, capazes de bloquear o bombeamento dependente de energia pela Pgp e,
desse modo, sensibilizar a célula a diferentes xenobiéticos e aos proprios metabdlitos enddégenos
(KURELEC, 1997).
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indireta da reducdo da atividade da MXR, como o acumulo de substancias
endobidticas que necessitam deste sistema para serem efluxadas.

As ERONs desempenham papel fisiologico fundamental em processos de
sinalizacao celular (PALMER et al., 1987; SUNDARESAN et al., 1995; ZEGURA et
al., 2004), bem como deletérios a estrutura e funcionamento celulares,
particularmente por estarem intimamente envolvidos com dano as biomoléculas
como os lipideos proteinas e o proprio DNA. Isto poderia explicar o porqué do
aumento da peroxidacéo lipidica nos hepatdcitos expostos a maior concentracdo de
cilindrospermopsina, mesmo nao sendo suficiente para resultar na morte das
células. Os hidroperoxidos lipidicos formados podem interagir com outros acidos
graxos, principalmente os poliinsaturados, gerando uma cadeia autocatalitica de
peroxidacao lipidica, a qual pode levar a modificacdo estrutural das construcdes
complexas de lipideos e proteinas como as membranas biolégicas (ABUJA e
ALBERTINI, 2001; KUHN e BORCHERT, 2002; PRIETO et al., 2007). Como a
integridade fisica dessas membranas sdo pré-requisito indispensavel a regulacdo de
muitos processos celulares, a alteracdo de importantes parametros celulares como a
fluidez, a permeabilidade, o transporte e o potencial elétrico, devido a peroxidacéo
lipidica, trazem consequéncias sérias as células. Consequentemente, os hepatdécitos
expostos a cilindrospermopsina devem estar suportando uma peroxidacédo lipidica
leve como comprovado pela manutencdo da viabilidade celular semelhante ao
controle, provavelmente devido a ativagdo de mecanismos de defesa de
neutralizagdo destes disturbios. Além disso, embora a atividade da glutationa S-
transferase (enzima responsavel pela degradacédo de hidroperoxidos lipidicos) e da
glicose 6-fosfato desidrogenase terem diminuido nos hepatécitos expostos a
concentracdo de 10 pg.I" de cilindrospermopsina, comparativamente as menores
concentracgodes, as reducdes nao foram diferentes do grupo controle, nem suficientes
para prejudicar a sobrevivéncia das células.

Além dos lipideos, as proteinas e o DNA sdo importantes alvos de
estressores quimicos que podem agir através de alteragcdes no equilibrio redox
celular. A carbonilacdo protéica e fragmentacdo do DNA sao lesdes comuns em
decorréncia da exposicdo a certas classes de poluentes, podendo interferir
significativamente no funcionamento celular.

Sabe-se que as ERONs geradas durante o metabolismo oxidativo reagem

com varios aminoacidos (CAKATAY et al., 2001), o que favorece o aparecimento de
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enzimas modificadas ou menos ativas e, em alguns casos, proteinas desnaturadas
ou nado funcionais (BUTTERFIELD et al.,, 1998). As ERONs podem afetar
diretamente a conformacdo e/ou a atividade de moléculas contendo grupamentos
SH (sulfidrila) por oxidacdo da porgédo tiol (NORDBERG e ARNER, 2001). A
modificagdo oxidativa de proteinas pode afetar uma grande variedade de funcdes
celulares e contribuir para a ocorréncia de danos secundarios a outras biomoléculas,
como ao DNA pela inativacdo e/ou reducéo da funcionalidade de enzimas de reparo
do DNA e/ou perda da fidelidade das DNA polimerases na replicacdo (EVANS et al.,
1999). Enzimas de reparo do DNA como a endonuclease Il (FU et al., 1992) e a poli
ADP-ribose polimerase | (HUGHES, 2002) possuem grupamentos sulfidrila cruciais,
gue, caso afetados, poderiam reduzir o reconhecimento do dano ao DNA e,
consequentemente, impossibilitar seu reparo. Entretanto, a exposicdo a
cilindrospermopsina ndo alterou a integridade das proteinas e do DNA nos
hepatdcitos de P. lineatus, o que poderia ser explicado por duas hipéteses. 1) Ou o0s
mecanismos de toxicidade da cilindrospermopsina, nesta espécie e nas condicdes e
concentracdes testadas, ndo envolvem a carbonilacdo de proteinas e quebras do
DNA; ou, 2) o nivel de efluxo de cilindrospermopsina ou de possiveis metabdlitos
toxicos nao foi suficientemente prejudicado pela diminuigcdo da atividade da MXR de
modo a provocar o acumulo de toxinas em niveis suficientes para causar danos
celulares através das alteragcbes no equilibio oOxido-redutor. Por outro lado a
localizacdo mais interna nas células (no caso do DNA e da maioria das proteinas em
termos quantitativos), as diferencas quanto a sensibilidade destas macromoléculas
ao estresse quimico pode compor parte da explicacdo dos dados de peroxidacao
lipidica, carbonilacdo de proteinas e quebras do DNA, com diferentes niveis de
potenciais danos.

De fato, os lipideos na membrana plasmatica estdo em contato direto com a
cilindrospermopsina presente no meio de cultura e o intenso fluxo de membranas
existente nas células eucariotas poderia deslocar lipideos peroxidados para as
membranas internas e estes iniciarem ou propagarem o processo de peroxidacao,
independentemente do acumulo intracelular. J& o DNA nuclear estd menos exposto
no interior do nucleo ao efeito direto da toxina além de contar com um sistema de
reparo extremamente eficiente. Além disso, o tipo celular e as diferencas
interespecificas de toxicidade da cilindrospermopsina podem ocorrer, uma vez que a

exposicdo de células de mamiferos na mesma concentracdo (10 pg.I') de
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cilindrospermopsina conduziram a danos no DNA dependente da concentracdo
(HUMPAGE et al., 2000;. LANKOFF, et al., 2007).

Auséncias de danos no DNA e nas proteinas sédo corroboradas pelas
concentragdes inalteradas de GSH e da razdo 2GSH/GSSG. Estes dados permitem
sugerir que ndo houve comprometimento da sintese e ciclagem desse importante
antioxidante ndo enzimatico e cofator para enzimas glutationa-dependentes. A GSH
estd diretamente envolvida com a destoxificacdo de muitos xenobibticos, de
produtos de peroxidacdo lipidica, manutencdo dos grupos sulfidrila/tiol (SH) de
proteinas e de diversos compostos em suas formas reduzidas, assim como a
reducdo de ribonucleotideos aos desoxirribonucleotideos (VAN BLADEREN, 2000;
ARTEEL e SIES, 2001). Logo, a sintese e reparo do DNA e a correta conformacéo
de proteinas recém-sintetizadas incluem-se também nos papéis diretos ou indiretos
da glutationa nas células.

No ambiente redox intracelular, a manutencédo apropriada da relacdo entre
glutationa reduzida e dissulfeto (2GSH/GSSG) é mantida na ordem de 100/1 ou
superior (SCHAFER e BUETTNER, 2001; FILOMENI et al., 2002). Para manter esse
balanco, a GSSG é reduzida a GSH pela enzima glutationa redutase (GR) ao custo
de NADPH, que pode ser regenerado, entre outras vias, pela G6PDH (KLETZIEN et
al., 1994; SCHAFER e BUETTNER, 2001). Entado, para que a GSH mantenha-se em
concentragcbes apropriadas é imprescindivel o funcionamento orquestrado entre
enzimas supridoras de NADPH (como a G6PDH) e a GR (PASTORE et al., 2003).
Quando isso ndo acontece, estudos mostram que os valores da razdo 2GSH/GSSG
podem ficar abaixo do normal (PASTORE el al., 2003; DALLE-DONNE et al., 2006),
e consequentemente sensibilizar as células. Logo, a utlizacdo da razéo
2GSH/GSSG como biomarcador € importante, e apesar do método utilizado ndo ser
totalmente especifico para a determinacado de GSH, visto que outros grupos tidis nao
protéicos sdo quantificados conjuntamente, a GSH representa a maior parte destes
grupamentos tiois.

Por outro lado, apesar da cilindrospermopsina diminuir as concentracdes de
GSH em hepatocitos de ratos (RUNNEGAR et al.,, 1995), a maioria dos estudos
sobre o0 assunto indicam que o comprometimento da homeostase de GSH nao é o
principal mecanismo téxico da cilindrospemopsina (NORRIS et al., 2002), o que foi

corroborrado em hepatdcitos de P. lineatus.
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Finalmente, embora a cilindrospermopsina n&o tenha apresentado
resultados expressivos em alguns dos biomarcadores indicando maiores disturbios
celulares no presente estudo, um aumento nos niveis de ERONs e a diminuicdo da
atividade da MXR representam riscos importantes a homeostase celular. Tais riscos
sdo comprovados quando é observada uma diminuicdo da viabilidade celular nos
hepatocitos expostos as concentracfes mais baixas da cianotoxina. Na maior
concentracdo, a cilindrospermopsina pode ter levado a uma ativacdo de
mecanismos de defesa, o que resultou na manutencéo da viabilidade celular. Estas
respostas podem estar associadas ao fendbmeno de “Hormesis”, a qual segundo
NASCARELLA e CALABRESE, (2009), pode ser definida, como uma relacdo dose-
resposta, caracterizada por uma estimulacdo em baixas doses, e uma inibicdo em
doses elevadas, resultando na formacao de curvas dose-resposta em forma de U,
ou U-invertido, ou seja, em determinadas situacfes um individuo exposto a baixas
concentracbes de toxinas, poluentes ou outros fatores estressantes, podem
apresentar um efeito oposto ao encontrado em concentracdes mais elevadas destes
mesmos xenobioticos. Segundo BOELSTERLI (2007), isto se deve a um conjunto de
fatores e mecanismos celulares que séo desencadeados a partir de determinadas
concentragbes do agente quimico ou tempos de exposicao, levando a estas curvas
de concentracdo-resposta ou tempo-resposta atipicas. Outro aspecto € que talvez
haja a ocorréncia de resultados diferentes caso as células sejam expostas a extratos
de cilindrospermopsina nao purificados, como ja observado para hepatoécitos de H.
malabaricus (SILVA et al., 2010), ou caso haja coexposi¢cdo das células a toxina e
outros xenobiodticos, configurando uma situacdo mais realistica. Sendo assim, este
efeito observado sobre o sistema MXR pode ter consequéncias muito mais
desastrosas para os hepatdcitos. Isto configura, no entanto um préximo passo a ser

investigado futuramente.
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6. CONCLUSOES

1. Os hepatdcitos de P. lineatus foram dissociados eficientemente com o uso da
enzima dispase, e cultivados durante um periodo de tempo suficiente para o
emprego destas células como modelos in vitro nos estudos de exposi¢cdo a

xenobidticos;

2. Para os desenhos experimentais deve ser considerado o minimo de quatro

dias para que ocorram a recuperacéo e adeséo celular;

3. A exposicdo dos hepatécitos de P. lineatus a cilindrospermopsina purificada
levou a diminuicdo da atividade MXR, levando a uma sensibilizacdo das

células expostas as concentracdes testadas neste trabalho;

4. O aumento da concentracdo de ERONs e a reducdo da viabilidade celular

demonstram o potencial deletério desta cianotoxina a homeostase celular;

5. O mecanismo téxico da cilindrospermopsina ndo envolveu alteracdes das
concentracdes de glutationa, das atividades da GST e G6PDH, fragmentacao
do DNA ou carbonilacdo de proteinas nos hepatocitos de P. lineatus,

considerando o desenho experimental adotado;

6. O fato da viabilidade celular ndo ser significativamente diminuida na maior
concentracdo de cilindrospermopsina possivelmente deve-se a outros
mecanismos de resposta celular ndo considerados neste trabalho ou ao

fenbmeno de “hormesis”, também ndo comprovado;

7. A padronizacdo do uso dos hepatocitos de P. lineatus em testes de toxicidade
in vitro, juntamente com o0s métodos ja desenvolvidos para Hoplias
malabaricus e Hipostomus commersoni, potencializa os estudos de avaliacdo

de efeitos de xenobibticos em espécies de peixes nativos do Brasil.
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