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Resumo

A analise morfométrica oferece pardmetros (como: area, esfericidade, absorbancia)
que podem ser usados para estudar alteragdes nucleares provocadas por
xenobiontes. Diversas substancias toxicas sdo produzidas e langadas no ambiente
pelo homem. As atividade industrial e agricola vém aumentando o numero de
compostos quimicos introduzidos na natureza que prejudicam a saude de diversos
organismos, dentre esses compostos estio o TBT (tributil-estanho) e HgCH;"
(metilmercario) e o Pb™" (chumbo inorganico), que por sua vez é um metal pesado.
Esses 2 compostos organometalicos € o Pb'" podem causar alteragdes na
organizagdo estrutural da cromatina das células do figado de Hoplias malabaricus
(traira). Verificar essas alteragdes foi um dos objetivos deste trabalho. Outro
objetivo foi comparar os 3 diferentes métodos de captura de imagens que foram
usados para este estudo. Foram realizados 3 experimentos (um para cada
contaminante), em que individuos de Hoplias malabaricus foram contaminados a
cada 5 dias por via trofica. Para a coleta do figado cada animal foi anestesiado antes
de ser sacrificado. “Imprints” sobre laminas histologicas de hepatocitos foram
fixados em uma solugdo de etanol ¢ acido acético e foram corados pela reagio de
Feiilgen. A morfometria foi realizada a partir de fotomicrografias digitalizadas e da
digitalizagdio direta de imagens a partir das laminas. Os parametros analisados
foram: esfericidade, area nuclear e densidade optica integrada (IOD). Com os
resultados obtidos € possivel concluir que os 3 xenobiontes provocam alteragdes na
morfologia nuclear ¢ que o melhor método para captura de imagens ¢ o qual as
imagens sio diretamente digitalizadas.

Palavras-chave: morfometria; nicleo; traira; estanho; chumbo; mercrio.
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Introducio

A analise morfométrica de imagens permite conhecer uma imagem pela
quantificacdo de seus elementos (que podem variar de células e nicleos a parafusos
e porta-avides). A quantificagdo desses elementos inclui as medidas de tamanho,
indicadores de forma e descrigdes sobre os contornos (BAXES, 1994). Assim, a
analise de imagens pode fornecer parametros relacionados ao nucleo como area,
perimetro, forma, volume, valores de transmitincia, absorbéancia, etc. Essa analise
tem sido utilizada para o estudo dos nucleos de algumas células como hepatdcitos
de peixes e ratos e de células epiteliais de mama humana.

Os estudos morfométricos também possibilitam quantificar o DNA através
da densidade optica integrada (IOD), uma vez que esse parametro esta relacionado
com a intensidade de coloracdo do objeto. Segundo SMITH e? al. (1996), ¢ possivel
relacionar a IOD com a quantidade de DNA presente no ntcleo quando este €
corado com Schiff azul (azure A). Esse autor usou a analise de imagens como
ferramenta para estudar a poliploidia de DNA, demonstrando a existéncia de
agrupamentos distintos de nicleos de hepatécitos de ratos: 2C (diploide), 4C
(tetraploide) e 8C (octaploide).

Alteragdes na estrutura morfolégica do nucleo € um dos pardmetros para o
diagnostico do cancer. Células epiteliais de mama normais t€ém um nucleo esférico
ou oval com membrana lisa, enquanto amostras de tumor tém nucleos maiores ¢
apresentam variagdes em suas formas (PIENTA & COFFEY, 1991). O mesmo estudo
mostra que a area nuclear aumenta de uma média de 25 um’ em pacientes normais
para 59 um’ em pacientes com metastase no momento da méstectomja. Os
pesquisadores chegaram a conclusdo que quanto maior a area nuclear maior a
malignidade do quadro.

Segundo VIDAL et al. (1998), os resultados da analise de imagens de sua
pesquisa realizada, com células epiteliais de mama humana transformadas por
benzo[a]pireno, indicam que mudancas na quantidade de DNA e no estado de
“empacotamento” de ordem maior da cromatina acompanham a expressio de

diferentes estagios do processo tumorgénico “in vitro”. Através da IOD pdde-se



inferir que ocorreu perda gradual de DNA. A diminui¢dio na quantidade de DNA
corado com Feiilgen em células no inicio do processo ¢ maior que em células nos
estagios mais avangados. Dessa maneira, a analise de imagem possibilitou o
aperfeigoamento da distingdo entre os fenotipos nucleares de células normais,
transformadas e tumorgénicas. Somente a analise de imagens ndo ¢ suficiente para
afirmar qual o estado de expressdo nuclear, porém € vantajoso para a discriminagio
do estagio que a célula se encontra (VIDAL et al., 1998).

A reagdo de Feiilgen é especifica para DNA e estequiométrica nas
concentragdes nucleares desta molécula, o que permite realizar o estudo
morfométrico nuclear ¢ conseqiientemente analisar as alteragdes que podem ocorrer
no material genético provocadas por algum tipo de contaminante ou agente estressor
(VIDAL & MELLO, 1987; VIDAL et al., 1998).

A analise morfométrica fornece parametros de avaliagdo quantitativa
discreta, permitindo uma analise rapida e barata dos processos de estresse celular,
além de ser precisa na identifica¢do tecidual. Esses pardmetros podem ser uteis por
serem bons biomarcadores morfoldgicos.

Através de marcadores biologicos € possivel indicar a magnitude da resposta
de organismos a contaminantes, pois os biomarcadores sdo avaliados em diferentes
niveis de organizacdo bioldgica. Os biomarcadores podem ser estudados em animais
provenientes de ambientes contaminados para quantificar ¢ entender o significado
da exposi¢do destes organismos a diferentes substdncias quimicas. Respostas
bioldgicas e ecoldgicas a um contaminante podem variar desde mudangas no nivel
molecular, onde a integridade genética ¢ processos nucleares sdo envolvidos, até o
nivel de populagdo ¢ comunidade, onde as dinamicas e estruturas de toda cadeia
alimentar podem ser afetadas (ADAMS, 1990; SHUGART et al, 1992). Segundo
HINTON (1990), se um organismo estd sendo afetado por algum composto,
apresenta manifestagdes teciduais que representam um efeito intermediario entre os
niveis bioquimico e de reproducdo. A histopatologia tem sido altamente
reconhecida como uma ferramenta de valor para avaliagdo de campo e de impacto
de poluentes ambientais na vida marinha, pois ¢ um método rapido para detectar

efeitos cronicos adversos de contaminantes em varios tecidos de organismos
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marinhos (JOHNSON et al,1993). As alteragdes histoldgicas ocorrem mais cedo em
mais curto prazo que as alteragdes reprodutivas de uma espécie. Os pardmetros
histoldgicos sdo mais sensiveis que os parametros de crescimento e de reprodugdo e,
como um paridmetro integrativo, fornecem um melhor acompanhamento nas
mudangas da saude do organismo quando comparados a um simples pardmetro
bioquimico (SEGNER & BRAUNBECK,1988). Os indicadores histopatologicos de
contaminantes mais usados em peixes marinhos séo as lesdes hepaticas neoplasicas
e preneoplasicas. O estudo de JOHNSON et al. (1993) demonstra haver uma relagdo
entre as concentra¢bes de contaminantes quimicos em sedimentos e as lesdes
hepaticas e em outros tecidos, nos contedos estomacais que foram examinados de
peixes (Pleuronectes americanus) coletados em 22 pontos da Costa Noroeste dos
Estados Unidos da América.

Estudos de avaliagdo de contaminagio e de monitoramento do meio ambiente
por substancias toxicas no Brasil sdo realizados periodicamente pela CETESB
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental). Segundo EYSINK et al.
(1988), o relatério final de 1986 da CETESB “Avaliagio dos Niveis de
Contaminagdo por Metais Pesados e Pesticidas Organoclorados da Agua, Ictiofauna
e outros Organismos Aquaticos do Complexo Estuarino-Lagunar Iguape-Cananéia”
teve como uma das principais conclusdes a presenga de metais pesados na bacia do
Rio Ribeira €, de uma forma mais significativa, detectou-se a presenga de chumbo.
O chumbo inorgénico ¢ um metal pesado introduzido no ambiente principalmente
pela acdo antropogénica. Na ultima década, teores excessivos de chumbo foram
aferidos no sedimento e em peixes do Complexo Lagunar-Estuarino de Iguape-
Cananéia-Paranagud (EYSINK ef al., 1988, 1990; CETESB, 1991). Isso se deve
principalmente a atividade de mineragdo que foi exercida no Alto Vale do Ribeira.
Outros metais, que ultrapassaram os limites estabelecidos tanto para agua como
para sedimento, evidenciados pelo estudo de EYSINK ez al. (1988) foram o zinco e o
cobre. Esses metais pesados quando sdo langados no Complexo Lagunar-Estuarino
de Iguape-Cananéia-Paranagud prejudica as espécies marinhas que 1a se
reproduzem, pois o complexo € considerado o segundo maior bergario de espécies

marinhas do Brasil. Além disso, os xenobiontes podem ser levados para regides



muito distantes do local onde foram langados, uma vez que o Rio Ribeira desagua
no Oceano Atlantico, no Litoral Sul do Estado de Sdo Paulo.

Segundo KLAASSEN (1987), alguns casos isolados de intoxicagdo por
chumbo tém sido atribuidos a diferentes fontes como: brinquedos fabricados com
esse metal, poeiras de chumbo nas galerias de tiro ao alvo, compostos soluveis
saturninos existentes em encanamentos de chumbo, pigmentos usados nas tintas
para artistas, cinzas e fumagas de madeira pintada, residuos das oficinas de
joalheiros e fabricagdo caseira de bateria. Nos Estados Unidos, a produgdo
clandestina de uisque muitas vezes utiliza radiadores de automéveis como
condensadores, o que faz do chumbo um contaminante freqilente (KLAASSEN,
1987).

Sdo varios os efeitos que estdo relacionados a contaminagdo pelo chumbo
nos organismos, como as disfungdes cerebrais, renais ¢ alteragdes na atividade
enzimatica. Estudo realizado por COOPER & STEINBERG (1977) sobre a transmissdo
neuromuscular simpatica da safena de coelhos, constatou a inibi¢do do efeito
adrenérgico causada pelo chumbo. Desde 1973, estudos demonstram evidéncias
fisiologicas de que tanto as transmissdes sindpticas colinérgicas quanto as
adrenérgicas podem ser afetadas pelo chumbo (MANALIS & COOPER, 1973; KOBER
& COOPER, 1976; COOPER & STEINBERG, 1977). Segundo MANALIS & COOPER
(1973) o chumbo, também afeta a transmissdo neuromuscular somatica por
interferir na liberagdo de neurotransmissores na fenda sinaptica.

Um outro contaminante que geralmente esta presente em ambientes aquaticos
com intensa atividade portuaria ¢ o composto organometalico tributil-estanho
(TBT). Desde 1970 costuma-se empregar o TBT em tintas que sfo utilizadas em
casco de embarcagSes, para impedir a fixagdo de organismos (PELLETIER, 1995).
Outros exemplos da utilizagdo industrial do TBT ¢ sua aplicagdo em PVC, como
estabilizador do polimero, e na protegdo da madeira contra fungos e bactérias. Ja na
agricultura ¢ utilizado como pesticida (FENT & HUNN, 1995). No Brasil, o trafego
intenso de embarcagles em zonas costeiras € em rios, bem como a possivel
descarga de efluentes industriais contendo TBT, tém resultado no despejo do

composto na agua € no sedimento (OLIVEIRA RIBEIRO, 2002).



Peixes submetidos a tratamentos com TBT podem apresentar alteragdes
celulares em alguns Orgéos, o que leva a crer que o composto € o responsavel por
essas alteragdes. Dessa forma, pode haver um comprometimento da fisiologia do
animal devido a altera¢des na organizagdo tecidual. O tipo de tecido e drgdo
afetados pode variar de acordo com o tipo de contaminagdo (via trofica, hidrica
etc.), o que ndo quer dizer que a forma de contaminag@o limita o contaminante a
orgdos ou a tecidos especificos.

Pela contaminagdo da agua com o TBT, o peixe pode ser atingido nas
branquias e na retina e vir a ter o funcionamento dessas estruturas comprometido. Ja
os peixes expostos ao TBT por via trofica podem ser prejudicados pelo
comprometimento de 6rgdos como figado e rins. Em figado de rato a toxicidade do
TBT foi identificada em um estudo realizado por KRAINC et al. (1984), que
demonstrou inflamagéo do ducto biliar e necroses.

Experimentos “in vivo” e “in vitro” mostram que o TBT pode inibir o
sistema enzimatico citocromo P450 em animais, um importante sistema de
desintoxicagdo celular. Assim, o TBT pode se associar e inativar as enzimas desse
complexo protéico (FENT & STEGMAN, 1993). O sistema P450 ¢ responsavel pelas
reacdes de biotransfromacdo de xenobiontes lipossoliveis em compostos
hidrossolaveis. Devido a esse fato, o sistema P450 ¢ importante para o metabolismo
do TBT, sendo que neste sistema enzimatico ocorre O primeiro passo para a
desintoxicacdo e excre¢do do contaminante, que pode gerar produtos intermediarios
mais toxicos que a propria molécula de origem (FENT & BUCHELL 1994). Esses
produtos intermediarios, que podem surgir em varios animais como mamiferos,
peixes € invertebrados, sdo o dibutilestanho (DBT) e monobutilestanho (MBT).

Estudos realizados por CIMA & BALLARIN (1999) com hematocitos de
Botryllus schlosseri, uma espécie de Tunicata, demonstraram que o TBT provoca
alteragcdes no nucleo e no citoplasma dessas células. As alteragSes nucleares mais
evidentes nesse caso sdo a condensagdo da cromatina e a fragmentagdo do DNA,
levando a célula a apoptose. Ainda como indicios de apoptose foi demonstrada a
translocagdo de fosfatidilserina para a face externa da membrana plasmatica. Em

material exposto ao TBT, a taxa de apoptose foi significativamente maior que nos



individuos controle. Nesses estudos pode-se também observar uma alteragdo na
morfologia celular (CIMA & BALLARIN, 1999).

Um outro xenobionte que foi estudado no presente trabalho é o mercurio, que
por mais de 2000 anos tem sido utilizado na agricultura como fungicida. Nos
Estados Unidos esse metal tem um alto consumo no uso de mecanismos elétricos
(baterias, interruptores, iluminagGes), na produgdo quimica (produgdo de soda
caustica e tintas) e de artefatos odontologicos (BAHNICK & SAUER, 1994). De
acordo com CLARKSON (1992), o mercurio ja foi usado na confecgdo de
detonadores de bombas de guerra, para restauragdo dentiria e nos garimpos do
territério brasileiro tem sido utilizado indiscriminadamente. A deposi¢do de
mercurio no municipio de Alta Floresta (MT, Brasil) apresentou um aumento na
época de dificuldades econdmicas no Brasil devido aos efeitos negativos do plano
econdmico implantado pelo ex-presidente Fernando Collor de Mello. Pela
mineragdo de ouro se tratar de um baixo investimento com alto retorno de capital
essa tendéncia foi também observada em outras partes do mundo em
desenvolvimento (CORDEIRO et al., 2002). Assim, a dissemina¢do do mercurio em
suas diferentes formas quimicas aumentou em grande escala principalmente em
ambientes aquaticos (CLARKSON, 1992).

Este metal pode estar presente no ambiente em trés formas quimicas: vapores
de mercurio (mercirio elementar, Hg’), sais de merciirio (mercirio inorganico) e
compostos mercurais organicos (KLAASSEN, 1987). Quando esse metal ¢ langado no
ambiente sob a forma inorganica, € transformado em um elemento altamente
perigoso pela agdo de bactérias, o metilmercirio (HgCHs") que, livre na éagua,
atravessa facilmente as membranas celulares. Portanto, a metilagdo do mercurio
inorganico no sedimento de lagos e rios ¢ um meio significativo para a entrada
desse metal na cadeia trofica de ambientes aquaticos (EYSINK et al., 1988).

O mercurio apresenta um alto potencial de bioacumulagdo e de toxicidade
(BAHNICK & SAUER, 1994). Segundo MALM (1993), espécies de peixes piscivoras,
devido a biomagnificagdio, sdo potencialmente mais eficientes em concentrar
mercirio que outras espécies de niveis tréficos inferiores. Em um estudo realizado

na reserva de Munduruku (PA, Brasil) onde vive uma comunidade indigena, os



maiores teores de mercurio foram encontrados em peixes: barbado, surubim, traira e
tucunaré, sendo que os dois ultimos sdo consumidos com mais freqiiéncia pela
comunidade local. Os peixes herbivoros apresentaram concentragdes de mercurio
relativamente menores (BRABO et al., 2000).

As populagbes mais afetadas pela absor¢dio € incorporagdo do mercurio sdo
as que possuem o habito de consumirem freqilentemente pescados provenientes de
ambientes contaminados ou as que estdo envolvidas com a atividade de extragdo de
ouro. Na Bacia do rio Amazona, aproximadamente 1 milhdo de pessoas estdo
envolvidas na atividade garimpeira, que se estende por mais de 25 anos (MALM,
1993). KLAASSEN (1987) relata que os sinais clinicos provocados pela exposi¢do do
organismo humano ao metilmercirio devem-se principalmente a manifestagGes
neurolégicas.

Como ja citado anteriormente, em muitos casos ha uma forte relagdo entre os
teores de contaminantes encontrados no sedimento e no conteudo estomacal, no
figado ou na bile, confirmando que contaminantes organicos no sedimento estdo
biodisponiveis para os peixes e seus organismos predadores (JOHNSON ef al., 1993).
Estudos anteriores sugerem que lesdes hepaticas em Pleuronectes americanus (uma
espécie de peixe marinho) podem ser um biomarcador seguro para indicar a
degradagdo ambiental na Costa Leste dos Estados Unidos da América (JOHNSON,
1993).

Hepatocitos de peixes noérdicos (Salvelinus alpinus) contaminados pelo
HgCH;" por via trofica, apresentaram um aumento na quantidade de
heterocromatina (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002). Outro estudo, porém com peixes
tropicais (Astyanax bimaculatus), demonstra que o TBT também promove aumento
na condensagio da cromatina nuclear dos hepatécitos (OLIVEIRA RIBEIRO ef al.,
2002)

Uma das fung¢des do figado € a troca de metabolitos entre o sangue e os
hepatécitos, que sdo células derivadas do epitélio primitivo. “Os hepatdcitos sdo
responsaveis pela sintese, degradagdo e armazenamento de grande numero de
substancias; t€m a fung¢do central no metabolismo de carboidratos e lipidios do

corpo como um todo; secretam a maioria das proteinas encontradas no plasma



sanguineo” (ALBERTS et al., 1997). Como todas essas fungdes sdo controladas pelo
nucleo, acredita-se que alteragdes nessa estrutura afetam o metabolismo da célula
hepatica. Essas alteragdes podem ser provocadas por ligagdes de metais pesados ao
DNA, mudando a conformagdo da molécula comprometendo sua fungdo de sintese,
ou por alteragdes provocadas em proteinas regulatorias ou estruturais.

A avaliagdo das alteragdes provocadas por metais pesados na cromatina
torna-se uma contribuigio significativa para o entendimento dos processos celulares
desencadeados por agentes estressante. A analise morfométrica combinada com
outros parametros — moleculares, genéticos, histologicos — permite acompanhar e
propor modelos sobre os mecanismos de acdo de agentes contaminantes.

Além desses fatores, o estudo com Hoplias malabaricus (traira), por se tratar
de um peixe que ocorre em regido tropical e subtropical, ¢ importante para o
esclarecimento sobre a influéncia de metais pesados (estanho, chumbo e mercurio)
em peixes dessa regido. Os dados sobre contaminagdo por esses metais sdo quase
que exclusivamente relatados para peixes de regides temperadas e polares. Um
estudo realizado por Oliveira Ribeiro (2000) apresentou os pﬁmeiros resultados
comparativos de bioacumulagdo de mercurio inorganico entre peixes nordicos
(Salvelinus alpinus) e tropicais (Thrichomycterus zonatus). Esses resultados
demonstraram que nas mesmas concentragdes por um mesmo periodo, as branquias
de peixes tropicais sofrem alteragdes mais severas que as de peixes ndrdicos, o que
sugere que peixes tropicais s30 mais sensiveis ao mercurio que os peixes nordicos.

A traira, Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), pertence a ordem
Characiformes € a familia Erythrinidae. Pode ser encontrada em todo o territorio
brasileiro, pois trata-se de uma espécie com ampla distribuicdo geografica
neotropical, abrangendo quase todas as bacias desde a América Central até o rio
Colorado (Argentina) e apresentando diferentes areas de endemismo. Geralmente,
habita o ambiente léntico e de &aguas rasas e apresenta um comportamento
territorialista. E uma espécie onivora no primeiro ano de seu desenvolvimento,
podendo alimentar-se de microcrustaceos, algas e insetos aquaticos. Normalmente
ap0s alcangar 12 cm de comprimento passa a ser estritamente carnivora, altamente

especializada a piscivoria e possui a habilidade de abocanhar suas presas inteiras.



Preferencialmente, as trairas se alimentam de Astyanax sp, porém quando esse
alimento € escasso, incluem em sua dieta outros animais como os crustaceos. Esses
outros animais podem ser habitantes da coluna d’dgua ou mesmo animais
bentdnicos (LOPEZ E FENOCCHIO, 1994; LOUREIRO, 1995; LOWE-MCCONNELL,
1999).

Assim, por se tratar de um animal de topo de cadeia com uma ampla
distribuigdo geografica (neotropical) a traira pode ser considerada como um bom

modelo biologico para estudos em relagdo a toxicologia ambiental.
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Objetivos

- determinar se a morfometria do nucleo ¢ um bom biomarcador.

- estudar os efeitos dos contaminantes TBT (tributil-estanho), Pb™" (chumbo
inorganico) e HgCH;" (metilmercurio), quando administrados por via trofica, na
organizagdo estrutural da cromatina e do ntcleo de hepatdcitos de Hoplias

malabaricus, através da analise de parametros morfométricos.

- comparar os métodos de captura de imagens para analises morfométricas de

nucleos de hepatdcitos.
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Material e Métodos

Espécie estudada e aclimatacdo

Exemplares de Hoplias malabaricus foram coletados em tanques de
piscicultura em 3 localidades do estado do Parana: numa chéacara em S&o José dos
Pinhais, na Fazenda Experimental do Canguiri (Universidade Federal do Parand) e
em uma estagio de piscicultura de Toledo. Os individuos foram aclimatados por um
periodo de 15 dias em aquarios de 30 litros (1 individuo por aquério), com aeragdo
constante, filtro interno, temperatura e fotoperiodo (12h claro/ 12h escuro)
controlados.

A manutengdo dos aquarios foi realizada através da sifonagem de 1/3 da
agua, que era substituida por agua filtrada, da troca dos filtros e da limpeza das
paredes internas do aquario com uma esponja.

Foram realizados 3 experimentos, cada qual com um dos 3 contaminantes
(TBT, Pb"" e HgCH3'). No experimento com TBT, de 12 animais, 6 foram
utilizados como controle. O experimento com Pb"" foi realizado com 3 individuos
controles € 6 contaminados. E com o HgCH;", 9 trairas foram utilizadas como

controle e 9 foram tratadas com o contaminante (Tab. 1).

Contaminagdo

Apbs o periodo de aclimatagdo, as trairas foram tratadas, por via trofica, a
cada 5 dias, pela captura e ingestdo de exemplares de Ciprinus sp. (carpa) nos
experimentos com TBT e Pb™", e de Astyanix sp. (lambari) no experimento
realizado com HgCH;'". As trairas foram contaminadas pela injegfio intra-peritoneal
de cada contaminante no respectivo vetor oferecido vivo, correspondente ao
experimento. As doses utilizadas de cada xenobionte foram as seguintes: 0,3 pg
TBT-g ' diluido em 6leo de milho (Sigma Co), 21 ug Pb™ g ' e 0,072 pg
HgCH; g ™, diluidos em agua destilada (Tab.1). Os exemplares do grupo controle
foram alimentados com o vetor contendo apenas os veiculos utilizados na

contaminagfo, correspondente a cada grupo tratado (dleo de milho e 4agua
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destilada). Os experimentos com TBT e Pb"" duraram 42 dias, totalizando em 8 as
contaminagdes. O experimento com HgCH; durou 62 dias, com o total de 12

contaminagdes (tabela 1).

Tabela 1 — experimentos realizados com respectivas doses ministradas em Hoplias
malabaricus a cada 120 h. C: individuos controles e T: individuos tratados.

experimento  Doses (ug do conta- n.°de doses  1“coleta 2“coleta
minante- g’ de traira)
TBT 0,3 pg-g” 4e8 ICH+3T 3C+3T
Pb"’ 21 pg-g” 4e8 3T 3C +3T
HgCH;' 0,075 ug -g™ 12 9C + 9T -

Coleta e processamento do material

Nos experimentos com TBT e Pb'’, foram realizadas 2 coletas, sendo a
primeira apés completadas 4 doses e a segunda apos o total de 8 doses. No
experimento com o TBT, em cada coleta foram sacrificados 3 animais controles e 3
animais tratados. No experimento em que o Pb™" foi o contaminante, na primeira
coleta foram sacrificados 3 animais do grupo tratado e na segunda 3 animais
controles e 3 animais tratados. No experimento com HgCH3', também foi realizada
apenas 1 coleta, em que foram sacrificados 9 individuos controles e 9 animais do
grupo dos tratados. Todas as coletas ocorreram 2 dias apos a ultima alimentagdo de
cada traira.

Os procedimentos a seguir foram iguais para os 3 experimentos.

Para as coletas, cada peixe foi retirado do aquario e anestesiado com MS222
(0,02%). Foi feito um corte longitudinal na parte ventral do animal para a exposi¢do
dos orgdos internos. Uma amostra do figado foi usado para o preparo das laminas
histologicas através da técnica de “imprint”, onde os nucleos inteiros dos
hepatocitos ficam aderidos a 1amina. A seguir, o material foi fixado em uma solugio
de etanol e acido acético na propor¢ao 3:1 (v/v) durante 1 minuto, sendo entdo
lavado em etanol 70% por 2 minutos. Posteriormente as laminas foram coradas

através da reagdo de Feiilgen (MELLO & VIDAL, 1980) com as seguintes condigdes
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de hidrolise: HC1 4,0 M; 25°C; 45 min.. Uma curva de hidrélise foi anteriormente
realizada, para determinar o tempo otimo de hidrélise desse material. As laminas

foram diafanizadas em xilol e montadas em Polymount.

Obtengdo das imagens digitais e andlise do material

As laminas prontas do experimento com o TBT foram analisadas e
fotografadas sob  fotomicroscopio Zeiss Axiophot (objetiva 63x/1.4,
planapocromatica). Para fotografar as 1aminas do experimento com o Pb'" foi
utilizado um fotomicroscopio Olympus equipado com objetiva 100x/1.25,
planacromatica. Os negativos foram revelados em papel fotografico e as imagens
foram digitalizadas em "scanner" de mesa com resolugdo optica de 300 dpi para que
posteriormente fosse realizado o processo de analise morfométrica (tabela 2).

O material obtido do experimento com HgCH;" foi analisado e suas imagens
foram diretamente digitalizadas através dos equipamentos para analise de imagens
do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana. Para a captura de
imagens foi utilizado um microscopio Olympus (objetiva 40x/0.75,
planapocromatica) com uma camera CCD acoplada e o “software” de captura e
analise de imagem Image Pro Express. A resolugdo de captura da camera ¢ de 100
dpi (tabela 2).

Tabela 2 — Especificagdes dos equipamentos utilizados para a captura das imagens

experimento  equipamento objetiva digitalizagdo das Resolugdo
imagens (dpi)
TBT Fotomicroscopio 63x /1.4 “scanner” 300
Zeiss Axiophot  planapocromatica
Pb" Fotomicroscopio 100x / 1.25 “scanner” 300
Olympus plancromatica

HgCH;' Microscopio 40x / 0,75 camera CCD + 100

Olympus planapocromatica “software” Image

Pro Express
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Os parametros morfométricos analisados foram: esfericidade nuclear, area
nuclear e densidade Optica integrada (IOD). Os valores desses parametros foram
obtidos através do “software™ gratuito de analise de imagem UTHSCSA Image Tool
para Windows versao 2.02 (desenvolvido na University of Texas Health Science
Center at San Antonio, Texas e disponivel na Internet por "anonymous” FTP em
ftp://maxrad6.uthscsa.edu).

A esfericidade nuclear € calculada através da seguinte formula:

Esfericidade = V(4 x area / 7t) - (comprimento do eixo maior)’

Este parametro promove um resultado que indica quanto o objeto esta
proximo a forma circular. O resultado sera um valor entre 0 e 1. Quanto maior o
valor, mais esférico ¢ o objeto. Se o valor for igual a 1, o objeto ¢ um circulo
perfeito; conforme o valor vai diminuindo, o objeto vai se distanciando da forma
circular (WILCOX et al, 1999).

Para o calculo da area foi feita uma calibragdo no software de analise,
permitindo-se obter os valores em micrometros quadrados (pm?).

A 10D ¢ calculada através do valor de absorbancia de cada ntcleo
multiplicado pela sua area. O valor de absorbancia € calculado a partir do logaritmo
inverso da transmitancia média, que por sua vez € obtida dividindo-se o valor de
intensidade de coloragdo do mnucleo pelo do fundo da imagem
(transmitancia=100%).

Esses dados posteriormente foram submetidos a tratamentos estatisticos
paramétricos, como a analise de variancia (“oneway” anova) dos 3 experimentos, €
método de Dunnett para dados pareados com grupo controle (TBT e Pb"").

Através dos parametros area nuclear e 10D, foi possivel obter graficos
relacionados a dispersdo, que pode ser usada para interpretar se ocorre casos de

poliploidia quando os graficos apresentarem agrupamentos bem definidos (figura

1).
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Figura 1 — Grafico representativo de dispersao obtido através de “imprint” de nucleos de

hepatocitos de ratos. Os agrupamentos bem definidos indicam a ocorréncia de
poliploidia. (Retirado de SMITH, ef al. (1996).
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Resultados

Esfericidade Nuclear

Os valores de média e erro padrdo da média para o parametro esfericidade
nuclear podem ser observados nas tabelas 3, 6 e 7 que correspondem ao valores
obtidos dos experimentos com TBT, Pb"" e HgCHj', respectivamente.

As analises de variancia demonstraram haver diferencgas significativas (p
<0,05) entre as médias dos grupos dos contaminados com TBT (tabela 4) e com
HgCH;" (tabela 9). Porém, o mesmo ndo ocorreu com o0s grupos do experimento
com o Pb"', uma vez feita a analise de varidncia esta ndo apresentou valores
significativamente diferentes entre as médias dos grupos. No experimento com o
TBT, quando comparado ao controle (método de Dunnett) apenas para o grupo da
segunda coleta, TBT 1I (8 doses), foi verificada uma diferenga significativa (tabela
5), sendo que os nucleos deste grupo apresentam-se com forma menos esférica.

As figuras 2 (experimento com TBT), 3 (experimento com Pb'") e 4
(experimento com HgCHj;') apresentam os valores de esfericidade nuclear, por
grupo, destacando média, erro padrdo da média e grande média. Os grupos cujos

valores ndo diferem do controle estdo evidenciados em vermelho.
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Esfericidade — experimento com TBT
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Figura 2 — Grafico representativo da distribui¢do dos valores de esfericidade nuclear de
hepatocitos de Hoplias malabaricus relativo ao experimento com TBT,
destacando média, erro padrao da média e grande média. TBT I: individuos que
receberam 4 doses e TBT II: individuos que receberam 8 doses. Legendas em
vermelho representam grupos sem diferengas significativas em relagdo ao
controle. A direita uma representagio esquematica do resultado do teste de
Dunnett.

Tabela 3 — Médias e Erros Padrdao das Médias referentes ao parametro esfericidade nuclear
do experimento com TBT. # = nimero de nucleos analisados

Tratamento n Meédia Erro Padrao de Média
TBT 1 107 0,930187 0,00368
TBT I 208 0,912356 0,00264
Controle 230 0,923826 0,00251

Tabela 4 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados de esfericidade nuclear de
individuos submetidos ao tratamento com TBT.

Fonte GL  Soma dos Quadrados Quadrado da Média F Ratio Prob > F

Tratamento 2 0,02636007 0,013180 9,1004  0,0001
Erro 542 0,78497498 0,001448
C. Total 544 0,81133505

Tabela 5 — Comparagdo de cada grupo com o controle (método de Dunnett) dos dados de
esfericidade nuclear. Valores positivos mostram pares de médias que sdo
significativamente diferentes.

Controle
TBT 1 -0,00356
Controle -0,00791

TBT II 0,00336
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Esfericidade — experimento com Pb™"
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Figura 3 — Grafico representativo da distribui¢do dos valores de esfericidade nuclear de
hepatocitos de Hoplias malabaricus relativo ao experimento com Pb',
destacando média, erro padrio da média e grande média. Pb"" I: individuos que
receberam 4 doses e Pb’ " 1I: individuos que receberam 8 doses. Legendas em
vermelho representam grupos sem diferengas significativas em relagdo ao
controle.

Tabela 6 — Médias e Erros Padrdao das Médias referentes ao parametro esfericidade nuclear
do experimento com Pb'". #= numero de niicleos analisados

Tratamento n Meédia Erro Padrdo de Média
Pbl 115 0,896522 0,00466
Pb 11 136 0,898971 0,00429
Controle 153 0,894248 0,00404

Tabela 6 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados de esfericidade nuclear de
individuos submetidos ao tratamento com Pb" "

Fonte GL Soma dos Quadrados Quadrado da Média  F Ratio Prob > F
Tratamento 2 0,0016058 0,000803 0,3213 0,7254
Erro 401 1,0020031 0,002499
C. Total 403 1,0036089
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Esfericidade — experimento com HgCH;"
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Figura 4 Grafico representativo da distribuigdo dos valores de esfericidade nuclear de
hepatocitos de Hoplias malabaricus relativo ao experimento com HgCHs',
destacando média, erro padrio da média e grande média. Legendas em vermelho
representam grupos sem diferengas significativas em relagao ao controle.

Tabela 8 — Médias e Erros Padrao das Médias referentes ao parametro esfericidade nuclear
do experimento com HgCH;'. n = nimero de nucleos analisados

Tratamento N Meédia Erro Padréio da Média
Hg 1645 0,943441 0,00082
Controle 1627 0,933663 0,00100

Tabela 9 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados de esfericidade nuclear de
individuos submetidos ao tratamento com HgCHs .
Fonte GL  Soma dos Quadrados Quadrado da Média  F Ratio  Prob > F
Tratamento 1 0,0781988 0,078199 57,0973  <0,0001
Erro 3270 4,4784929 0,001370
C. Total 3271 4,5566917
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Area nuclear

Nas tabelas 10, 11 e 14 sdo encontrados os dados referentes a area nuclear
que foram utilizados nos calculos estatisticos, sendo que cada uma das tabelas
correspondem a experimentos diferentes (tabela 10 — TBT, tabela 11 — Pb™ e
tabela 14 — HgCH;'). Os valores encontrados nessas tabelas sdo representados
graficamente nas figuras 5, 6 e 7, respectivamente.

A analise de variancia realizada com os valores obtidos do experimento com
TBT (tabelall) aponta para diferenga altamente significativa entre os grupos (p
<0,0001). Tanto as médias do grupo TBT I, quanto as do grupo TBT II, sdo
significativamente diferentes da média do grupo controle (tabela 12).

Apoés a analise de variancia (tabela 14), nucleos de hepatocitos da primeira
coleta dos individuos tratados com Pb™" (Pb I, 4 doses), apresentaram os valores de
area significativamente diferentes em relagdo ao controle, enquanto os da segunda
coleta (Pb 11, 8 doses), quando comparados com os valores do grupo controle, sdo
considerados iguais, o que pode ser observado na tabela 15.

No experimento com HgCH3', a possibilidade da média da area nuclear do
grupo controle ser igual a do grupo tratado ¢ <0,0001 (tabela 17), ou seja, sdo
significativamente diferentes. Os dados demonstram que a média da area nuclear
dos individuos contaminados pelo HgCH;" ¢ significativamente menor que a média

dos individuos controles.



21

Area Nuclear — experimento com TBT
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Figura 5 — Grafico representativo da distribuigdo dos valores de area nuclear em pum? de
hepatocitos de Hoplias malabaricus relativo ao experimento com TBT,
destacando média, erro padrdo da média e grande média. TBT I: individuos que
receberam 4 doses e TBT 1II: individuos que receberam 8 doses. Legendas em
vermelho representam grupos sem diferengas significativas em relagdo ao
controle. A direita uma representagio esquematica do resultado do teste de
Dunnett.

Tabela 10 — Médias (em um?) e Erros Padrio das Médias referentes ao parametro area
nuclear do experimento com TBT. n = nimero de nicleos analisados

Tratamento N Meédia Erro Padrado da Média
TBT 1 107 31,8387 0,88934
TBT 11 206 41,2584 0,53716
Controle 229 39,1197 0,57257

Tabela 11 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados de area nuclear de
individuos submetidos ao tratamento com TBT.

Fonte GL  Soma dos Quadrados Quadrado da Média F Ratio Prob > F

| Tratamento 2 6403,302 3201,65 45,0892 <0,0001
Erro 539 38272,840 71,01
C. Total 541 44676,142

Tabela 12 — Comparagdo de cada grupo com o controle (método de Dunnett) dos dados de
area nuclear. Valores positivos mostram pares de médias que sdo
significativamente diferentes.

Controle
TBT II 0.3354
Controle -1,7550

TBT I 5,0819
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Area Nuclear — experimento com Pb"™"
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Figura 6 — Grafico representativo da distribuicdo dos valores de area nuclear (um*)de
hepatocitos de Hoplias malabaricus relativo ao experimento com Pb'™,
destacando média, erro padrio da média e grande média. Pb™" 1. individuos que
receberam 4 doses e Pb"" II: individuos que receberam 8 doses. Legendas em
vermelho representam grupos sem diferengas significativas em relagdo ao

controle. A direita uma representagio esquematica do resultado do teste de
Dunnett.

Tabela 13 — Médias (em um®) e Erros Padrio das Médias referentes ao parimetro area
nuclear do experimento com Pb"". n= niimero de nicleos analisados

Tratamento N Média Erro Padrdo da Média
Pbl 112 37,9507 0,71675
PbII 134 29,9036 0,65527
Controle 147 28,1327 0,62563

Tabela 14 — Analise de Varidncia (Oneway Anova) dos dados de area nuclear de
individuos submetidos ao tratamento com Pb" ",

Fonte GL Soma dos Quadrados  Quadrado da Média  F Ratio Prob > F

Tratamento 2 6668,387 3334,19 57,9486 <0,0001
Erro 390 22439,479 57,54
C. Total 392 29107,865

Tabela 15 — Comparagdo de cada grupo com o controle (método de Dunnett) dos dados de
area nuclear. Valores positivos mostram pares de médias que sdo
significativamente diferentes.

Controle
Pbl 7,7012
Pb 1l -0,2449

Controle -1,9686
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Area Nuclear — experimento com HgCH;'
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Figura 7 — Grafico representativo da distribui¢do dos valores de area nuclear (em pm?) de
hepatocitos de Hoplias malabaricus relativo ao experimento com HgCHj',
destacando média, erro padrdo da média e grande média. Legendas em vermelho
representam grupos sem diferengas significativas em relagdo ao controle.

Tabela 16 — Médias (em um?®) e Erros Padrio das Médias referentes ao parametro area
nuclear do experimento com HgCH;'. n= niimero de nticleos analisados

Tratamento N Meédia Erro Padrdo da Média
Hg 1600 17,5170 0,12549
Controle 1600 21,7979 0,12549

Tabela 17 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados de area nuclear de
individuos submetidos ao tratamento com HgCHf.
Fonte GL  Soma dos Quadrados  Quadrado da Média F Ratio Prob>F
Tratamento 1 14660,456 14660,5 581,8734 <0,0001
Erro 3198 80574,458 25,2
C. Total 3199 95234 913
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Densidade odptica integrada (10D)

A figura 8 representa graficamente os valores encontrados na tabela 18
relativos ao experimento com TBT. A analise de variancia demonstra que os valores
da IOD dos individuos do grupo TBT Il aumentaram significativamente (tabela 19).
Nao foi encontrada diferenga significativa entre os valores do grupo controle e do
TBT 1.

Os resultados do experimento com o Pb"" demonstram que os valores da [OD
do grupo Pb I tiveram um aumento em relagdo aos valores do grupo controle (figura
9 e tabela 21). Como pode ser observado na tabela 22 os esses valores aumentaram
significativamente, porém os valores do grupo Pb II (8 doses) sdo considerados
1guais aos do grupo controle.

Podem ser observados na tabelas 20 e 23, experimento com TBT e
experimento com Pb'"", respectivamente, os pares das médias da 10D dos grupos
que sdo significativamente diferentes em relagdo aos grupos controles.

Os valores da IOD dos individuos tratados com HgCH;" apresentaram uma
diferenga significativa (p <0,0001) em relagdo ao controle, como pode ser
observado na tabela 25. Os valores obtidos através da analise estatistica desse
parametro estdo representados na figura 10 graficamente e na tabela 24. Como pode
ser observado na figura 10 e na tabela 24 houve uma diminui¢do dos valores da IOD
dos nicleos de hepatocitos tratados com HgCH;  quando comparados aos valores

dos controles.
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Densidade ()ptica Integrada (I0D) — experimento com TBT
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Figura 8 — Grafico representativo da distribuicdo dos valores da IOD de hepatocitos de
Hoplias malabaricus relativo ao experimento com TBT, destacando média, erro
padrio da média e grande média. TBT I: individuos que receberam 4 doses e
TBT II: individuos que receberam 8 doses. Legendas em vermelho representam
grupos sem diferencas significativas em relagdo ao controle. A direita uma
representacdo esquematica do resultado do teste de Dunnett.

Tabela 18 — Médias e Erros Padrio das Médias referentes ao parametro 10D do
experimento com TBT. » = nimero de nucleos analisados

Tratamento n Meédia Erro Padrdo da Média
TBT 1 107 3,89815 0,21308
TBT II 206 5,09612 0,17210
Controle 229 3,90892 0,14259

Tabela 19 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados da IOD de individuos
submetidos ao tratamento com TBT.

Fonte GL  Soma dos Quadrados Quadrado da Média F Ratio Prob > F

Tratamento 2 181,0444 90,5222 17,2577 <0,0001
Erro 539 2827,2278 5,2453
C. Total 541 3008,2722

Tabela 20 — Comparagdo de cada grupo com o controle (método de Dunnett) dos dados da
IOD. Valores positivos mostram pares de médias que s@o significativamente

diferentes.
Controle
TBT II 0,69708
Controle -0,47699

TBT I -0,58692
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Densidade ()ptica Integrada (I0D) — experimento com Pb""
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Figura 9 — Grafico representativo da distribuigdo dos valores da 10D de hepatocitos de
Hoplias malabaricus relativo ao experimento com Pb'", destacando média, erro
padrio da média e grande média. Pb"" I: individuos que receberam 4 doses e
Pb"" II: individuos que receberam 8 doses.Legendas em vermelho representam
grupos sem diferencas significativas em relagdo ao controle. A direita uma
representagdo esquematica do resultado do teste de Dunnett.

Tabela 21 — Médias e Erros Padrao das Médias referentes ao parametro 10D do
experimento com Pb"". » = niimero de niicleos analisados

Tratamento n Meédia Erro Padrdo da Média
PbI 112 3,94884 0,07469
Pb 11 134 3,35781 0,06829
Controle 147 3,39517 0,06520

Tabela 22 — Analise de Variancia (Oneway Anova) dos dados da 10D de individuos
submetidos ao tratamento com Pb" .

Fonte GL  Soma dos Quadrados Quadrado da Média  F Ratio Prob > F

Tratamento 2 26,25240 13,1262 21,0065 <0,0001
Erro 390 243,69659 0,6249
C. Total 392 269,94899

Tabela 23 — Comparag@o de cada grupo com o controle (método de Dunnett) dos dados da
IOD. Valores positivos mostram pares de médias que sdo significativamente

diferentes.
Controle
Pb 1 0,33307
Controle -0,20516

Pb 11 -0,17272
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Densidade Optica Integrada (IOD) — experimento com HgCH;'
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Figura 10 — Grafico representativo da distribui¢do dos valores da IOD de hepatocitos de
Hoplias malabaricus relativo ao experimento com HgCHj', destacando média,
erro padrio da média e grande média. Legendas em vermelho representam
grupos sem diferengas significativas dos dados.

Tabela 24 — Médias e Erros Padrao das Médias referentes ao parametro 10D do
experimento com HgCH; . n = nimero de nucleos analisados

Tratamento n Meédia Erro Padrio da Média
Hg 1600 3,67011 0,02095
Controle 1600 4,95334 0,04309

Tabela 25 — Analise de Varidncia (Oneway Anova) dos dados da 10D de individuos
submetidos ao tratamento com HgCHj; "
Fonte GL  Soma dos Quadrados Quadrado da Média  F Ratio Prob > F
Tratamento 1 13173416 131734 717,1882 < 0,0001
Erro 3198 5874,1322 1,84
C. Total 3199 7191,4738
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Dispersdo (drea x 10D)
Os graficos de dispersdo de area em relagdo a 10D estdo apresentados nas
figura 11 (a— TBT, b—Pb"" e ¢ — HgCH3").
Em nenhum deles se observam agrupamentos que possam indicar a
ocorréncia de poliploidia; de maneira geral, a dispersdo de valores para os grupos
controle ¢ maior que para os tratados, salvo para o grupo de chumbo que recebeu

menor numero de doses.

2345678910 12 14 16 1¢
10D

Figura 11 — Graficos de dispersdo. a) experimento com TBT; ) experimento com Pb'" ; ¢)
experimento com HgCH;". Os pontos amarelos correspondem aos valores dos
individuos controles, pretos aos tratados com 4 doses e vermelhos aos tratados
com 8 doses, no caso do experimento com HgCH;' os pontos vermelhos
correspondem aos valores dos individuos tratados com 12 doses.
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Métodos de Captura de Imagens
Os 3 equipamentos utilizados para a captura de imagens ofereceram imagens
com diferentes qualidades (figura 12). As imagens capturadas através do
equipamento para analise de imagens do Departamento de Zoologia (figura 12c)
foram as que apresentaram melhor contraste entre o fundo e as imagens dos nucleos

de hepatécitos, bem como uma homogeneidade do fundo em todo o campo visual.

Figura 12 — M nicleos de hepatdcitos € = nucleos de eritrocitos de individuos controles.
a) imagem do experimento com TBT fotografada sob fotomicroscopio Zeiss
Axiophot, objetiva de 63x. b) imagem do experimento com Pb"" fotografada sob
fotomicroscopio Olympus, objetiva de 100x. ¢) imagem do experimento com

HgCH3' capturada através do equipamento para analise de imagens, objetiva de
40x.
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Discussao

Andlise dos pardmetros esfericfidade, drea nuclear e IOD

A esfericidade dos nucleos de hepatocitos de H. malabaricus submetidos aos
tratamentos com TBT, com maior tempo de exposigio, € com HgCH;™ se mostrou
alterada, sendo esse um importante pardmetro que pode ser utilizado como
biomarcador para experimentos em que o TBT ou o HgCH;" sejam os
contaminantes. Porém, o mesmo ndo pode ser afirmado para o Pb™" com o método
aqui empregado, pois os resultados para os grupos que tinham esse metal como
contaminante ndo apresentaram alteragdes significativas na esfericidade nuclear
dessas células, a exposicdo de 8 doses ao contaminante ndo foi o suficiente para
provocar a deformacdo do nicleo ou o Pb™" ndio promove alteragio na forma do
nucleo. No caso do TBT, apds ministradas 8 doses do contaminante o resultado para
esfericidade foi significativamente diferente do controle, o que pode ser um
indicativo de que o animal sofre maiores alteragdes quanto maior o tempo de
exposi¢do a esse xenobionte. Altera¢des na forma nuclear podem ter origem em
alteragdes do citoesqueleto (CIMA E BALLARIN, 1999) ou da distribui¢do do material
genético a partir de alteragdes na matriz nuclear. Testes futuros neste laboratério
tentarfio confirmar a participaco do citoesqueleto na modificagdo da forma nuclear.

Através da analise dos resultados pelo método de Dunnett, pode-se inferir
uma possivel perda do material nuclear dos individuos tratados com 4 doses de
TBT, pois a area nuclear diminui, ¢ esse parametro se relaciona com o volume
nuclear. Porém, essa hipétese fica comprometida pois os dados obtidos da segunda
coleta (8 doses) mostram que a area nuclear de hepatdcitos de individuos
contaminados € significativamente maior que a area nuclear dos controles, de
maneira diferente dos individuos que sofreram um nimero menor de doses, e pelos
dados da IOD.

A densidade oOptica integrada (IOD) ¢ um pardmetro de analise direta do
conteido de DNA, uma vez que relaciona a absorbancia nuclear e sua area. Os

dados da IOD do experimento com TBT, quando relacionado com os dados de area



nuclear, demonstram que pode ter ocorrido uma compactagdo da cromatina dos
individuos tratados com 4 doses. Os nucleos desses individuos apresentaram
redugdio nos valores de 4rea (e portanto do volume nuclear) enquanto os valores da
IOD dos contaminados sdo considerados iguais aos dos controles. Com a
compactagio do nucleo pode estar ocorrendo desativagdo de parte do DNA, pois
formas mais compactadas da cromatina sdo resistentes & iniciagdo da transcrigdo e
da duplicagdo. O DNA compactado dificulta a agdo de enzimas responsaveis pela
duplicagio do material genético bem como a sintese de RNAs (ALBERTS et al.,
1997). A compactagdo da cromatina pode, também, indicar um inicio de apoptose
ou estar presente em processos de necrose.

Analisando resultados da IOD da segunda coleta pode-se sugerir que ocorreu
um processo de amplificagdo génica, uma vez que os valores obtidos dos
contaminados foram significativamente maiores que dos controles. Segundo
SUZUKI et al. (1992), existem mecanismos celulares que garantem o suprimento
adequado dos produtos génicos vitais para célula e, quando esse mecanismo inclui
um aumento do numero de coépias génicas na célula, é conhecido como
amplificagdo. A amplificagio de DNA também estd relacionada as células
neoplasicas. Freqiientemente, 0o DNA amplificado contém um ou um grupo de genes
especificos, que por vezes recebem o nome de genes de “resisténcia multidroga”
(mdrl), que codificam para ATPases de transporte ligadas & membrana plasmatica
que aparentemente previnem o actmulo intracelular de certas classes de drogas
lipofilicas, bombeando a droga para fora da célula (ALBERTS et al., 1997). O mesmo
pode estar ocorrendo nas células contaminadas com TBT, uma vez que sua
molécula ¢ lipossoluvel.

No experimento com Pb"™", primeiramente ocorre um grande aumento no
valor de area média nuclear e, apés um tempo maior de exposi¢do ao contaminante,
a area média nuclear dos individuos tratados com o metal volta a ser praticamente
igual a area média dos individuos controle. Situagdo semelhante ocorre com os
valores relacionados a IOD. Acredita-se que essa volta aos valores iniciais da area
nuclear e IOD pode corresponder ao surgimento de tolerincia a presenga do

chumbo no organismo. Contudo, nfo se pode considerar que o peixe esteja livre da
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contaminagfo. Existem duas hipdtese para explicar o aumento da I0OD nos nicleos
dos hepatocitos dos individuos contaminados com 4 doses: 1) pode ter ocorrido o
processo de amplificacdo génica no inicio das contaminagdes, sendo que apds um
determinado periodo o processo de tolerancia fez as células retornarem a suas
atividades normais; 2) o Pb"" que penetrou no nucleo pode ter interferido na analise
dos pardmetros area nuclear e IOD; como a IOD esta relacionada com a intensidade
de coloragéo, o chumbo presente no niicleo pode aumentar o valor desse parametro.
Apds uma exposigio maior ao contaminante, o niicleo pode ter ativado algum
mecanismo para impedir a entrada ou mesmo para expulsar o metal, resultando que
os dados dos nucleos contaminados com 8 doses fossem iguais aos do controle.

O valor médio de area nuclear dos individuos contaminados pelo HgCH;"
apresentou uma diminui¢do significativa em relagdo aos controles. Como esse
parametro esta relacionado com o volume nuclear, pode-se supor, assim como foi
suposto para o TBT, que o HgCH;" provoca perda de material nuclear ou aumento
na compactagio da cromatina no nicleo.

No experimento com HgCH3', os dados da IOD demonstram que pode ter
havido perda de DNA, pois o valor desse pardmetro decai significativamente entre
os individuos tratados. Como descrito, o material foi corado com a reagdo de
Feiilgen, especifica para DNA e estequiométrica nas concentra¢des dessa molécula
(VIDAL & MELLO, 1987). Dessa maneira, pode-se supor que houve diminuigdo da
quantidade de DNA, que pode ocorrer através de quebras da molécula provocadas
pelo contaminante. Como o DNA perdido ndo pode ser recuperado, as atividades de
transcrigdo podem estar comprometidas afetando a célula como um todo e,
consequentemente, o organismo. A perda de material genético também pode estar
indicando um processo de apoptose.

Os resultados demonstram que organismos expostos por um certo periodo a
metais pesados podem apresentar alteragcdes nucleares. Consequentemente, se a
contaminagdo se estender por um longo periodo, essas alteragdes poderdo

comprometer a fisiologia do animal e eventualmente de quem dele se alimenta.
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Dispersdo (drea x IOD)

Através dos graficos de dispersdo, pode-se analisar se ocorre poliploidia em
diferentes tipos celulares. Para que grupos de valores possam ser considerados
agrupamentos distintos, seria necessario um aumento proporcional das duas
variaveis. Uma vez duplicado o material genético, e este realizando suas atividades
normais, a area nuclear também deve aumentar numa mesma proporgao.

Em estudo com hepatdcitos de rato e células cancerosas de mama humana,
SMITH et al. (1996) demonstraram graficamente agrupamentos indicando que o
material genético aumentou 2 ¢ até 4 vezes. Isso ndo foi observado em hepatocitos
de H. malabaricus. Apoés a analise, verificou-se que os valores de 4rea nuclear, tanto
de individuos controles quanto de individuos contaminados para os 3 experimentos,
sdo muito varidveis, ndo podendo estabelecer uma boa correlagdo entre esses
valores.

Os graficos do experimento com TBT e do experimento com Pb"™" sd0 os que
apresentam os valores mais dispersos tanto para area como para IOD. Também ndo
¢ possivel distinguir claramente agrupamentos que diferenciem individuos controles
e contaminados nesses dois experimentos. Pode-se entdo supor que estejam
ocorrendo fenomenos de aneuploidias ou de amplificagdo génica, mas ndo de
poliploidia, como resposta das células aos tratamentos.

Como ja descrito anteriormente (resultados), os valores representados no
grafico de dispersdo relacionado ao experimento com HgCH;" nfio sdo considerados
agrupamentos, porque além de formar apenas um grupo de valores dos nucleos de
individuos contaminados, os valores apresentados sdo muito varidveis para o
pardmetro area nuclear, portanto ndo se pode estabelecer uma propor¢do entre os

valores de area nuclear e da I0OD.

M¢étodos de captura de imagens
Para estabelecer uma comparagéio entre os métodos de captura de imagens
foram analisadas quais as vantagens e desvantagens em relagdo ao tipo de lente da

objetiva do microscopio (apocromatica ou planapocromatica), contraste entre o
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fundo e o objeto, resolugdo da imagem obtida, tempo utilizado para captura e custo

(tabela 26).

Tabela 26 — comparag@o entre os aparatos utilizados para a captura de imagens € os itens
analisados. : vantagem “V: desvantagem.

Fotomicroscopio Zeiss  Fotomicroscopio Equipamento para

Axiophot Olympus andlise de imagens

(lente planapocromatica) (lente planacromdtica ) (lente planapocromdtica)
Lente T v b &
Contraste N N A

Resolugdo N “q v

Tempo N N N2\
Custo N N 2%

Uma lente planapocromatica, além de corrigir aberragdes esférica para 4
comprimentos de onda (A) e cromatica para mais de 4 A, tem corre¢do para
curvatura de campo e abertura numérica alta (1,4), resultando em alta resolugao da
imagem (INOUE, S. & SPRING, K. R., 1997). Dessa maneira, a lente
planapocromatica aproxima um pouco mais a imagem projetada de um objeto a
realidade, sendo portanto, mais indicada para a captura de imagens.

As imagens que apresentaram um melhor contraste entre o fundo e os
objetos, foram as obtidas pelo equipamento para analise de imagens. Isso se deve ao
fato de ser possivel calibrar o brilho e o contraste das imagens, pelo computador, no
exato momento da captura, permitindo-se o uso de toda a faixa de tons de cinza
(256) na captura; uma imagem fotografica, apesar de ter qualidade superior em
resolugdo, muitas vezes tem a limitagdo do contraste por ndo permitir o tipo de
controle acima referido (figura 12).

Um outro item analisado foi a resolugdo da imagem obtida. Uma imagem
apresenta uma melhor resolugdo quando € revelada e ampliada, o que € obtido
através de uma fotografia. Porém, quando essa fotografia ¢ digitalizada (através de
um “scanner”) ela perde um pouco da sua resolugdo, dependendo do tipo de

equipamento utilizado e de sua calibragdo. Portanto, esse parametro apresenta a
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mesma qualidade para os 3 métodos de captura, uma vez que a imagem obtida pelo
equipamento para analise de imagens ¢ diretamente digitalizada.

O menor tempo e menor custo para realizar todo o processo de captura foi
obtido pelo equipamento para analise de imagens, pois as imagens sdo diretamente
digitalizadas. Nesse caso, nao ha custos com filmes fotograficos nem revelagdo, e
também néo € necessario aguardar o tempo de revelagdo das fotografias. Depois de
reveladas as fotos precisam ser digitalizadas, o que leva um pouco mais de tempo.
Com a digitalizagdo direta é possivel obter um namero maior de imagens em menos
tempo e com baixo custo.

E importante deixar claro que uma boa captura nio depende somente do
equipamento utilizado para obter a imagem de um objeto. No caso do material
obtido através de “imprint”, este deve realizado de maneira correta em uma lamina
bem limpa. Para corar o material deve ser utilizado um corante de boa qualidade e a

montagem da lamina deve ser cuidadosa.
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Conclusdes

A morfometria nuclear pode ser usada como um bom biomarcador em estudos
com Hoplias malabaricus.

Os compostos TBT e HgCH;" e Pb"™" podem ser considerados agentes indutores
de modificagdes (compactagdo, perda de material genético) na cromatina de
hepatocitos de Hoplias malabaricus.

Dos pardmetros analisados, os individuos tratados com Pb™" nfio tiveram os
valores relacionados a esfericidade alterados.

Ha uma recuperagdo da forma nuclear controle quando o peixe ¢ submetido a
longo tempo de exposi¢do ao Pb™".

Os nucleos de hepatdcitos de Hoplias malabaricus ndo apresentaram poliploidia,
em condigdes normais ou mesmo quando submetidos aos tratamentos em
questao.

O melhor método de captura de imagens, dentre os utilizados, foi com 0
equipamento para captura direta e analise de imagens do Departamento de

Zoologia da Universidade Federal do Parana.
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