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RESUMO

Biomarcador é aqui considerado uma resposta fisiolégica individual do
organismo, como conseqiéncia (efeito) da exposicao (causa) do animal a um
agente exoOgeno, contaminante ou substancia toxica. Esta tese trata da
padronizagao de metodologias que envolvem técnicas laboratoriais bioquimicas e
de biologia molecular para o emprego de biomarcadores em Hoplias malabaricus
(traira), a saber: cinética enzimatica e constatacdo de 1inibicao da 6-
aminolevulinato desidratase, esta associada ao monitoramento de parametros
hematolégicos; quantificacao indireta dos teores teciduais (figado e branquias) de
metalotioneina; e quantificacido relativa da vitelogenina plasmatica (in vivo) ou
sintetizada in vitro por cultivo primario de hepatécitos, através da imuno-
deteccao da proteina por anti-soro policlonal produzido em coelhos. Outrossim, no
que concerne a expressao da vitelogenina, foi descrita a definicao conceitual, bem
como realizada a demonstracdo empirica de um modelo matematico (fndice
Vitelogénico utilizado como biomarcador) para a quantificacdo de efeitos
estrogénicos ou anti-estrogénicos em peixes. A traira foi utilizada como modelo
experimental para bioensaios, nos quais foram consideradas condig¢ées fisico-
quimicas proximas a de ambientes tropicais, a exposi¢ao via alimento por longos
periodos (subcronica) e a busca de respostas detectaveis e consistentes, que
permitam a utilizacdo da espécie em futuros estudos de biomonitoramento
ambiental. Ensaios in vitro permitiram estabelecer um teste de estrogenicidade
empregando hepatdcitos de traira, e a quantificacdo dessa resposta, considerando
diferentes mecanismos moleculares de citotoxicidade. Os resultados aqui obtidos
e comparados com outros estudos em peixes revelam que a eficiéncia do uso de
biomarcadores é dependente de estudos prévios (in vivo e in vitro) que considerem
os varios processos celulares e fisiologicos como relacionados reciprocamente e
Integrantes de um sistema Unico, o organismo.

Palavras-chave: traira; Hoplias malabaricus; biomarcadores; chumbo inorganico;
metilmercurio; 6-aminolevulinato desidratase; metalotioneina;
vitelogenina; teste de estrogenicidade in vitro; indice
vitelogénico.
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ABSTRACT

A biomarker is defined as a change in a biological response (ranging from
molecular through cellular and physiological responses) which can be related to
exposure to or toxic effects of environmental chemicals or any biological response
to an environmental chemical at the subindividual level, indicating a deviation
from the normal status that cannot be detected in the intact organism. This
thesis concerns about methodology standardizing of biochemical and molecular
procedures that allows the employment of biomarkers in Hoplias malabaricus
(traira), as follows: enzymatic kinetics and inhibition of 8-aminolevulinic acid
dehydratase; hematological measurements; indirect quantifying metallothioneins
in liver and gill tissues; estrogenic priming, isolation and immunochemical
detection (polyclonal antisera) of vitellogenin from plasma (bioassays), or from in
vitro vitellogenin production by hepatocytes. This protein production has also
been used in in vitro experiments, which showed the vitellogenic index as
applicable screening method for determining (anti)estrogenic activity of
xenobiotics. The use of those parameters as sensitive and long-term biomarkers
for sublethal, subchronic, and trophic exposures to inorganic lead (II) or
methylmercury was investigated in Hoplias malabaricus, as well as a sensitive
biomarkers discussed here in relation to their feasibility in fish exposure to
metals assessment. According to the current results, due to its high-level trophic
position and wide geographical distribution in South America, we are suggesting
the use of these biomarkers in biomonitoring programs of freshwater areas
1mpacted by lead and mercury.

Keywords: traira; Hoplias malabaricus; biomarkers; inorganic lead (II);
methylmercury; 8-aminolevulinic acid dehydratase; metallothioneins;
vitellogenin; cultured primary hepatocytes; vitellogenic index.



INTRODUCAO GERAL

1 O USO DE BIOMARCADORES EM PEIXES

Um biomarcador é uma resposta fisiolégica individual ou um padrao
morfolégico alterado num organismo e, em ambos os casos, é a conseqliéncia
(efeito) da exposi¢ao (causa) do organismo a um agente exdgeno, este doravante
denominado xenobidtico. Portanto os biomarcadores integram sistemas biolégicos
operacionais indicando processos de contaminacio ou intoxicacio, em diferentes
niveis de organizacdo biolégica. Ao representar um processo constitutivo do
organismo, o biomarcador compreende uma resposta bioldégica que pode ser
mensurada ou detectada por diversos métodos que empreendem o processo per se
(como a expressao de uma proteina ou alguma atividade catalitica), ou que se
utiliza de alguma estrutura do sistema biolégico para se inferir alteragdes na
organizagao do organismo, como por exemplo, uma alteragdo morfolégica em nivel
tecidual, celular ou até molecular. Os métodos no campo da bioquimica e da
biologia molecular sao, portanto, os mais utilizados para o estabelecimento e uso
de uma resposta biomarcadora (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Contudo
analises de carater subjetivo como alteracdoes macroscopicas ou de variaveis
discretas (p. ex.: presenca ou auséncia de um componente molecular) podem ser
uteis caso haja alguma especificidade causa/efeito e se conheca o histérico da
espécie em questao e de suas interacoes no meio ambiente.

Embora baseando-se em analises individuais, um biomarcador de grande
utilidade indica a exposicdo subletal de um grupo de organismos que, por
propriedades inerentes ao mesmo, péem em risco uma comunidade natural. Como
exemplo a capacidade reprodutiva e de procura de alimento podem sofrer
alteracoes que tornam inviavel a continuidade de uma populacido de uma espécie
biologica.

Em contrapartida ao monitoramento quimico-analitico de ambientes
1mpactados, processos biolégicos alterados permitem um diagnédstico anacronico

dentro de um espaco geografico considerado. O poder de predi¢cdo que possa advir



de um sistema altamente complexo é superior ao de processos estritamente
Inanimados, pois aquele é menos sujeito a Intervenientes ambientais, ja que
possul um mecanismo pré-determinado para a manutencao da ordem de nivel
molecular, celular, individual e, dependendo do biomarcador usado, populacional.
Este dltimo caso deve ser a ferramenta pretendida, que deve alocar interesse
politico e investimento financeiro para a pesquisa dirigida e para
biomonitoramentos, desenvolvidos em condi¢des do territério nacional.

Em revisdo sobre o tema, OOST, BEYER e VERMEULEN (2003),
apresentam os biomarcadores subdivididos em:

a) biomarcador de exposicao: detecta e quantifica a presenca do
xenobidtico, de seus metabodlitos ou de sua interacao com componentes
moleculares ou celulares em compartimentos do organismo; infere
exposicao prévia e fornece os indices de bioacumulagao da biota, estes
determinados por métodos bioquimicos e de quimica analitica;

b) biomarcador de efeito: parametros bioquimicos ou fisiolégicos
mensuravels que correspondam a alteragées em niveis molecular,
celular ou tecidual que permitam inferir efeito adverso, prejudicial ao
operar normal do organismo saudavel, efeito pré-clinico, subletal ou até
letal;

c) biomarcador de susceptibilidade: indica a habilidade inerente ou
adquirida por um organismo de responder a exposicdo a um
xenobiodtico; elucida variagées no grau de resposta diferencial entre
organismos e demonstra a tolerancia fisiolégica adquirida ou
controlada por expressao génica hereditaria.

Os biomarcadores aqui tratados possuem caracteristicas que a priori
permitem inseri-los na classe da alinea (b), muito embora envolvam processos
que podem estar relacionados com uma tolerancia adquirida ou hereditaria.
Contudo ha uma restricio para tal inferéncia, ja que este trabalho baseia-se
fundamentalmente em condi¢oes experimentais controladas.

A mesma revisao supracitada compila e discute a exeqiibilidade dos

biomarcadores atualmente utilizados em peixes, para que possiveis predicoes e



medidas de saneamento possam sustentar os Estudos de Impacto Ambiental
(EIAs) associados a alteracbes antrdpicas cada vez mais freqlientes, intensas e
danosas aos ecossistemas naturais e a integridade da biodiversidade do planeta.

Propoe-se aqui portanto a padronizacdo de técnicas e procedimentos que
possam ser uteis e que devem preceder o estabelecimento de respostas biolégicas
de organismos como indicativas do efeito adverso de metais xenobidticos.

Os ecossistemas aquaticos em geral constituem o receptaculo final de
substancias produzidas e despejadas no meio pela atividade antrépica e, ou por
processos naturais. Um xenobidtico passa a integrar um organismo aquatico
quando este aquele esta exposto, podendo ser absorvido e bioacumulado. Este é
um conceito que, por extensao, pode ser aplicado a toda a biota, considerando-se o
modelo de bioacumulacao proposto por OOST, BEYER e VERMEULEN (2003),
onde ocorrem:

a) bioconcentracao: acimulo direto do xenobidtico a partir da agua,
pelas branquias ou pela pele, que pode ser mensurado como o fator de
bioconcentracgao, ou seja, a razao entre a concentracao da substancia no
organismo pela concentragdo da mesma na agua;

b) biomagnificacao: acumulo por via tréfica, a partir da alimentacao,
que pode ser mensurado como o fator de biomagnificacdo, ou seja, a
razao no equilibrio entre a taxa constante de acimulo pela taxa
constante de eliminacdo (por excrecao ou metabolismo); ou ainda: “um
incremento progressivo de concentracoes, a partir da fonte de exposigao
e através dos niveis troficos de organismos vivos”’, em ascendéncia
(PAIN, 1995).

O chumbo inorganico divalente (Pb**) e o metilmercurio (HsC-Hg*) sdo as
substancias aqui investigadas como xenobidticos que causem efeitos subletais,
para o estabelecimento de biomarcadores sensiveis a sua exposicao. Nao
pretende-se aqui o estudo dos parametros farmacocinéticos, e relagoes como dose-
resposta ou tempo-resposta para com essas substancias. O foco central das trés
subdivisées principais desta tese (capitulos) é relacionado ao método, bem como

as relacoes entre duas respostas obtidas por duas técnicas de observacao



empirica. Assim, O Pb* e o H3C-Hg* sdo empregados para se obter a resposta
pretendida, diferente da situacio controle. Nao obstante, ndo ha como prescindir
de inferéncias acerca da fisiologia do organismo, comprometido pelas exposicoes.

Muito embora o Pb** tenha sido relatado como substiancia que nao sofre
biomagnificacao, o falseamento da hipdétese contraria é essencial para que se
sustente esse ponto de vista, em relacdo a ecossistemas tropicais e subtropicais.
Além disso dados obtidos in loco (ambientes contaminados) por si, isolados, sao
Ineficazes para constatacio de biomagnificacao, ja que a absor¢cdao do xenobidtico
pode nio se dar exclusivamente pela via tréfica (PAIN, 1995). Segundo este
autor, muitos organismos aquaticos, inclusive peixes, podem absorver e acumular
altas concentracées de chumbo e em geral considera-se que este metal possuil
efeitos cumulativos em peixes (VIGHI, 1981).

H4a um extenso conhecimento refletido em iniimeras publicagoes acerca da
neurotoxicidade, da notéria biomagnificacdo e de outros efeitos do HsC-Hg* em
organismos e ecossistemas. Contudo, no Brasil, a contaminacdo de ambientes
aquaticos, principalmente na regido Amazonica, sempre sera de interesse publico
devido as persistentes atividades de mineracdo de ouro, que incrementam os
teores considerados “normais” para o sedimento daquela regido. Somado a isto, a
transformacdo microbiana do Hg™ para o HsC-Hg* (metilacdo) aumenta a
toxicidade do metal em ambientes favoraveis, dispersando o metal do interior da
bactéria para a coluna d’agua.

Quanto ao conhecimento disponivel no campo da toxicologia ambiental de
metais pesados, considera-se que a investigagiao com espécies animais brasileiras
deva ser realizada o quanto antes, para que se possa desenvolver métodos para
constatar os niveis de susceptibilidade e toxicidade a esses metais.
Biomarcadores que possam predizer conseqiiéncias da contaminacao ambiental
(antes desta tornar-se um problema irreversivel ou muito caro para ser sanado)
se disponiveis, podem auxiliar na prevencao das condi¢ées que colocam em risco a
integridade de ecossistemas e de espécies biologicas.

O uso de dados importados de paises do hemisfério norte e relativos a

estudos com peixes constitul os argumentos essenciais nos quais se baseiam a



Legislacdo Ambiental brasileira, porém tal uso pode estar introduzindo um grave
erro na determinacao dos limites maximos permissiveis de metais pesados em
ecossistemas aquaticos brasileiros. Ha portanto a necessidade urgente de se gerar

dados que possam auxiliar uma melhor discussao, relativa aqueles limites.



2 HOPLIAS MALABARICUS COMO MODELO EXPERIMENTAL

A pesquisa dirigida faz-se fundamental a preservacao dos ecossistemas, ja
que sistemas biolégicos e bioquimicos somente podem ser interpretados a luz da
ordenacdo conceitual e sistematica dos fenomenos observados e possiveis. Em
paises economicamente desenvolvidos, o uso de moléculas ou reagdes quimicas em
organismos é amplamente estudado com o objetivo de se estabelecer indicadores
da presenca de poluentes ambientais e seus efeitos (OOST; BEYER,
VERMEULEN, 2003). No Brasil os casos de contaminacao ambiental ainda néao
sao biomonitorados adequadamente, pois nao existem dados pretéritos que
estabelecam um histérico de diagnodstico na maioria dos ecossistemas brasileiros.
Precede portanto a obtencao de tais dados objetivando um diagnéstico evolutivo
das alteragoes nestes ambientes.

A traira, Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794), pertence a ordem
Characiformes e a familia Erythrinidae; constitui uma espécie com ampla
distribuigao geografica em Neotropica, abrangendo quase todas as bacias desde a
América Central até o rio Colorado (Argentina) e apresentando diferentes areas
de endemismo; habita preferencialmente ambientes lénticos e apresenta
comportamento territorialista. Esta espécie é onivora durante o primeiro ano de
desenvolvimento, com uma dieta que compreende microcrustaceos, algas e insetos
aquaticos. Apds este periodo (normalmente apds alcancarem 12 cm de
comprimento) tornam-se estritamente carnivoras, altamente especializadas a
piscivoria. Astyanax sp (lambaris) sdo seus itens alimentares preferenciais,
porém em situacgoes de pouca abundancia de presas, enriquecem a sua dieta com
outros itens, como crusticeos por exemplo. Estas presas alternativas tanto podem
ser animais que habitam a coluna de agua, quanto animais bentonicos. Essas
informacgoes sobre a biologia da traira foram obtidas em LOPEZ e FENOCCHIO
(1994), LOUREIRO (1995) e LOWE-McCONNELL (1999).

O comprimento padrdo do menor espécime de Hoplias malabaricus
capturado em periodo de reproducao no reservatorio de Segredo (PR) foi de 17 cm

para fémeas (n = 219) e 21,2 cm para machos (n = 169) observados por SUZUKI e



AGOSTINHO (1997) numa variacdo de 3,1 a 50 cm (n = 1815). Segundo os
autores varias espécies de peixes tropicais atingem a maturidade com 40% a 50%
do comprimento assintotico.

A boa aceitacdo no mercado pode representar riscos potenciais a saude
humana, em casos de contaminacgao pela cadeia tréfica (biomagnificagdo) o que
esta também associado a ampla distribuicdo geografica de Hoplias malabaricus.
Além disso, em relacdo a espécies de peixes tropicais e subtropicais, considera-se
que ainda ha uma escassez de estudos que objetivem a padronizacdo de
metodologias para o uso de biomarcadores.

Respostas individuais obtidas em laboratério raramente permitem que, por
extensao, se possa aplica-las na interpretacdo de fenomenos naturais, em nivel
populacional. Este é o maior desafio de pesquisadores contemporaneos, que se
utilizam de biomarcadores. O emprego de Hoplias malabaricus como modelo
experimental tem se mostrado um progresso em relacdo a esse desafio, pois
envolve aspectos da biologia da espécie que estdo relacionados com a resposta
obtida e que raramente sdo considerados, na maioria dos estudos com
biomarcadores em peixes. Tais aspectos sdo as condigoes fisico-quimicas proximas
a de ambientes tropicais, a exposicido via alimento por longos periodos
(subcronica) e a busca das menores quantidades de um xenobidtico, que possam
revelar uma resposta detectavel consistente, sem matar o animal (subletal).
Assim os bioensaios e ensaios in vitro ainda sao os estudos prévios necessarios
para o uso de biomarcadores em biomonitoramentos e para a determinacgao de
espécies bioindicadoras que permitam predi¢ées consistentes.

A espécie Hoplias malabaricus mostrou-se como um excelente modelo
biolégico experimental para estudos dos efeitos de xenobidticos administrados
através da via tréfica: em exposicdo subcronica de trairas ao chumbo (21 ug
Pb*+.g71.120 h™!) nao se observou mortalidade e a espécie adaptou-se bem as
condicoes laboratoriais e a manipulacao durante o experimento (ALVES COSTA,
2001). Além disso, Hoplias malabaricus ja foi1 utilizada em outras
experimentacgoes troficas semelhantes e com igual sucesso, servindo para o estudo

de outros xenobidticos ou biomarcadores de contaminacido aquatica, como



relatado por LEMOS (2000), CESTARI et al. (2004), RABITTO et al. (2005),
ALVES COSTA et al. (2006), OLIVEIRA RIBEIRO et al. (2006) e MELA et al.
(submetido).



3 INTERACOES ENTRE BIOMARCADORES

Alguns dos biomarcadores freqlientemente utilizados em peixes e outros
organismos foram compilados na figura 1, assim como as interagoes entre eles.

A eficiéncia do uso isolado de apenas um biomarcador deve ser dependente
da alta especificidade da resposta ao xenobidtico, ou de estudos prévios que
considerem, para a espécie em questio, os varios processos bioquimicos, celulares
e fisiolégicos como relacionados reciprocamente e integrantes de um sistema
Unico, 0 organismo.

A 8-aminolevulinato desidratase (5-ALAd), também conhecida como
porfobilinogénio sintase ou 8-aminolevulinato hidroliase (E.C.: 4.2.1.24), exerce
um papel crucial na vida bioldgica da célula eucariética, por fazer parte da rota
de sintese do grupo HEME. Este é o grupo prostético da metaloenzima
hemoglobina, que faz o transporte de oxigénio no sangue, mas em primeira
Instancia também é requerido na cadeia de transferéncia de elétrons da célula
(“respiracao” celular). O HEME esta envolvido com a atracado de elétrons pelas
cargas positivas do metal ferro, atomo que muda do estado férrico (Fe*3) para o
estado ferroso (Fe*?), quando esse recebe um elétron. Proteinas que tém o grupo
HEME em sua estrutura (hemoproteinas) operam de diversas formas na célula
eucariotica: catalases, complexo citocromo oxidase P450 e outros citocromos.

A 8-ALAd pode ser encontrada na maioria das bactérias aerdbicas e em
plantas e animais. A atividade catalitica da 3-ALAd permite a transformacio
quimica de duas moléculas de 8-aminolevulinato (3-ALA) em um dos quatro anéis
pirrélicos constituintes do grupo HEME, o porfobilinogénio (PBG); neste processo
ocorre uma condensacado alddlica e uma ciclizacdo, com eliminacao de duas
moléculas de agua (fig. 2).

Por ser uma enzima sulfidrilica, a 6-ALAd tem seus grupos tidlicos (no sitio
ativo) em estado reduzido (—SH), e estes sao imprescindiveis para a plena
atividade enzimatica. O sitio ativo é composto por 2 residuos de cisteina, um

atomo de zinco, 1 ou 2 residuos de histidina e de lisina e residuos de aminoacido
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hidrofébicos; fora do sitio ativo ha 9 residuos de tirosina, 4 de triptofano e 6 de

metionina: relatado por GIBSON (1955), RODRIGUES (1987) e BAINY (1990).
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FIGURA 1 - INTERACOES MOLECULARES ENTRE ALGUMAS RESPOSTAS BIOMARCADORAS UTILIZADAS EM PEIXES
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FIGURA 2 - ROTA DE SINTESE DO GRUPO HEME
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A presenca do metais divalentes no sitio ativo da 6-ALAd e a interacgédo
entre o metal e seus grupos —SH inibem a sua atividade enzimatica. Segundo
HODSON, BLUNT e WHITTLE (1984) a 6-ALAd seria sensivel a varios metais in
vitro, mas somente ao chumbo in vivo.

Quando ha inibicdo da atividade da 6-ALAd por metais divalentes, seu
substrato, o &-aminolevulinato (3-ALA) e outros precursores do grupo HEME
aumentam em concentracao na célula (porfiria) podendo levar o organismo a um
quadro clinico sistémico de anemia (baixa concentracdo de hemoglobina
funcional).

Esse quadro (anemia) é intensificado pela inibi¢do causada pelo chumbo na
acao da ferroquelatase (incorporacio de ferro no centro de protoporfirina IX (fig.
2), conquanto que um decréscimo em concentracdo de HEME na mitocondria,
aumente a sintese de 8-ALA, que em excesso exerce retro-alimentacao negativa
sobre a 6-ALA sintase.

Outrossim, o substrato 3-ALA esta envolvido com a oxidagdo da oxi-
hemoglobina, o que produz compostos de oxigénio parcialmente reduzidos com
efeitos toxicos a célula, podendo leva-la a uma resposta defensiva que se revela
com o aumento da atividade eritrocitaria da superéxido dismutase (SOD) e da
glutationa peroxidase (GSHp). Essa relacdo entre o acimulo de precursores do
grupo HEME, a producao de espécies reativas de oxigénio e o aumento da
atividade antioxidante foi observada por MONTEIRO et al. (1985) em
trabalhadores expostos ao chumbo numa fabrica em Diadema (SP).

Portanto alteragdes na atividade 3-ALAd é uma resposta relacionada com
os biomarcadores que indicam estresse oxidativo e, por conseguinte, com outros
relacionados a esse tipo de estresse, como biomarcadores histopatolégicos
(RABITTO et al., 2005) ou que indiquem danos (“quebras”) em macromoléculas
como a DNA (CESTARI et al., 2004). Recentemente a atividade da 8-ALAd tem
sido usada como biomarcador de efeito, relacionado ao estresse oxidativo de
mamiferos (PEROTTONI et al., 2004a, 2004b), apds exposi¢do ocupacional de
trabalhadores ao chumbo (GURER-ORHAN, SABYR e OZGUNES, 2004), ou em
peixes (CAMPANA; SARASQUETE; BLASCO, 2003).
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A atividade da 6-ALAd aferida em tecidos hematopoiéticos é um indicador
do processo de formacdo do sangue, servindo para se avaliar diferentes taxas de
eritropoiese em individuos. Quando essa avaliacdo vem acompanhada de outros
parametros hematoldgicos como a concentracao de hemoglobina no sangue total, o
hematoécrito percentual e a contagem de eritrocitos (ou eritroblastos), tem-se um
panorama mais completo do processo renovacdo das células do sangue. Ja a
atividade da 8-ALAd eritrocitaria aferida a partir do sangue reflete uma condigao
pretérita de hematopolese, pois a enzima nao tem atividade acoplada
estruturalmente ao processo de formacdo do sangue, ou seja, nao ha papel
fisiolégico da 6-ALAd em eritrocitos maduros. Contudo a 3-ALAd eritrocitaria
pode ligar-se a metais divalentes como o chumbo (BERGDAHL et al., 1998),
indicando exposicao recente e constituindo-se de uma resposta biomarcadora.

De acordo com RODRIGUES (1987) e BAINY (1990), o zinco compode
estruturalmente a 6-ALAd funcional, em interacbées que estabilizam a estrutura
da proteina (possibilitando sua conformacao requerida a catalise) e mantém os
grupos tidlicos no estado reduzido (protecdo contra a inativacdo pelo oxigénio).
Embora o zinco e a apo-3-ALAd sejam elementos coletivamente suficientes para a
catalise, o zinco nao é isoladamente necessario, permitindo por auséncia que a
apoenzima tenha atividade em condi¢gbes anaerdbicas. Isso quer dizer que da
ocorréncia dos elementos causais (presenca do zinco e da apo-3-ALAd) pode-se
deduzir o efeito (catalise) mas sendo a inferéncia reciproca impossivel.

Como revisado por VALLEE (1991), VASAK e HASLER (2000), o zinco é
componente integral de aproximadamente 300 enzimas encontradas em distintas
espécies e filos e de aproximadamente 200 proteinas que atuam como fatores de
transcri¢do (ligantes de DNA como os fatores zinc fingers); o metal ainda atua
estabilizando a estrutura de proteinas e acidos nucléicos, preservando a
integridade de organelas subcelulares e participando em processos de transporte
celular, e em respostas do sistema imunoldgico.

Durante a maturidade sexual o zinco é responsavel pela diferenciacido dos
o6citos na maturacdo do ovario de peixes (KIME, 1999). Seu acimulo em células

hepaticas neste periodo vem precedido de um acréscimo em teores hepaticos de
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metalotioneina (polipeptideo descrito abaixo). A vitelogenina (proteina descrita
no final desta introducdo) é um dos componentes plasmaticos que transporta o
zinco do figado aos ovarios (THOMPSON et al., 2003).

A homeostase dependente do zinco, a sua disponibilidade para processos
celulares, bem como seu acimulo, estocagem, distribuicdo e liberacao em tecidos
¢ diretamente dependente da expressao celular de metalotioneinas (VASAK e
HASLER, 2000).

A metalotioneina (MT) é uma estrutura protéica da célula, considerada um
forte quelante de metais: 7 Atomos-grama de metal per mol de MT. A expressao
de MT é induzida pela exposicdo a metais, aumentando a tolerancia fisiolégica de
organismos a eles, segundo VALLEE (1991), KIME (1999) e ANDREWS (2000).
Vertebrados contém duas ou mais isoformas de MT (familia de proteinas
doravante denominada no plural — MTs): MT-1 a MT-4 em mamiferos (VASAK e
HASLER, 2000).

Assim alteragoes na producao constitutiva das MTs estao relacionadas com
a distribuicao e estocagem de zinco pelas células, o que pode influir na atividade
de enzimas como a 8-ALAd, alterando indiretamente as condigdes oxidativas
normais. Ha também uma relagio direta, quando a expressao das MTs é induzida
por agentes oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (VASAK e HASLER,
2000).

Culturas de células gonadais de truta induzidas a producido de MTs (por
zinco ou cadmio) apresentam acréscimo na tolerancia ao H2032, o qual também é
capaz de induzir a expressao de MTs (KLING e OLSSON, 2000). Também ha
outros relatos de espécies reativas de oxigénio relacionadas com a indugao da
MTs, ver KAGI (1991), VASAK e HASLER (2000) em revisdo, AHMAD et al.
(2000) em bagres e KONDOH et al. (2001) para estresse oxidativo mitocondrial
de camundongos. De outra forma, SUNTRES e LUI (2006) demonstram que
células tumorais com altos teores de MTs induzida por cobre sio mais
susceptiveis ao estresse oxidativo.

Além disso, a expressdo das MTs sofre controle hormonal, incluindo a

inducao por hormonios sexuais esterdides (VALLEE, 1991). KIME (1999) revisa
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que poluentes que sado desreguladores neuro-endocrinos podem promover
alteracoes na producido de MTs de peixes, efeito que esta normalmente associado
a varilacoes sazonais, estas como intervenientes na regulacdo hormonal. Além
disso a producao induzida de MTs no figado também esta relacionada ao sistema
reprodutor: disfungdes na homeostase de zinco podem alterar o desenvolvimento
(diferenciacdo) e a maturacao de gametas.

A utilizagdo de respostas biomarcadoras relacionadas as alteracgoes dos
teores teciduais de MTs, ou de sua expressao (inducdo ou supressao), deve
portanto considerar a ampla rede de interacboes entre componentes moleculares,
que pode influenciar na resposta obtida (ver fig. 1).

Existem outros compostos citosdlicos que estdo envolvidos com acoes
similares a da MT, ligando-se a metais pesados e reduzindo suas interacoes com
outros componentes celulares. Moléculas tidlicas como a cisteina livre ou a
glutationa (GSH) devem ser consideradas no papel que a MT exerce ao aumentar
a tolerancia fisiolégica de organismos aos metais pesados (VASAK e HASLER,
2000). A GSH, por sua reatividade contra eletréfilos, esta relacionada com a
excrecdo de metais pesados pela bile de mamiferos, mas isso nao pode ser
generalizado para peixes, segundo HEATH (1995).

A glutationa reduzida (GSH) é um composto tripeptidico (y-glutamil-
cisteinil-glicina) que perfaz a maior parte dos grupos tidlicos livres da maioria
das células vivas e, segundo AKERBOOM e SIES (1991), PLUMMER et al. (1991)
e MANAHAM (2000), participa: da desintoxicacao de xenobidticos organicos
(reacoes de conjugacao: biotransformacao de FASE II); da remocao de peroéxidos
pela glutationa peroxidase; da protecao contra radiagdo ionizante e contra
eletréofilos (cations metalicos, por exemplo); da modulacdo de atividades
enzimaticas dependentes do equilibrio redox e da manutencdo da condigao
reduzida dos grupos —SH de proteinas citosolicas.

A GSH atua, portanto como um tampao oxidativo, mantendo o citosol na
condicdo reduzida essencial para a célula. A oxidacido da GSH produz o dissulfeto
de glutationa (GSSG), essa forma oxidada é produzida sob a acdo enzimatica da

glutationa peroxidase (GSHp) ou mesmo em reacoes nao catalisadas. A glutationa
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S—transferase (GSt) representa uma familia de enzimas homoélogas envolvidas
com as reacoes de FASE II no figado: conjugacdo da GSH com o xenobidtico ou
com o metabdlito produzido na FASE I, gerando compostos (GS—R) mais
facilmente eliminados pela bile. Pela acao de tioltrasferases como a GSt, a GSH
pode também originar compostos dissulfidrilicos (GS—S—R). A glutationa redutase
(GSSGr) ligada a um sistema de carreadores de elétrons (NADPH/NADP*)
mantém os niveis normais de GSH na célula. A GSHp, a GSt, e a GSSGr atuam
juntas para o equilibrio redox do sistema GSH/GSSG. Para detalhes ver
AKERBOOM e SIES (1991), PLUMMER et al. (1991), DAGGETT et al. (1998),
MANAHAM (2000) e WRIGHT et al. (2000).

A concentracao de GSH nao é necessariamente a mesma em diferentes
populacoes de células e provavelmente existam pools subcelulares de GSH.
Contudo decréscimos significativos (menos que 30% dos valores normais)
principalmente no figado, sdo indicadores de um metabolismo alterado por
xenobidticos e de um acréscimo em toxicidade causada por metabdlitos
eletrofilicos (PLUMMER et al., 1991).

Usualmente a maior parte do oxigénio intracelular dissolvido é consumida
na fosforilacdo oxidativa, pois a molécula é o ultimo aceptor de elétrons na cadeia
respiratoria mitocondrial. O excedente participa de uma série de eventos
celulares: ao menos 200 enzimas usam o oxigénio em reacoes. O oxigénio e suas
formas parcialmente reduzidas (fig. 3) surgem constantemente nas células e sao

altamente toxicos devido a sua alta reatividade MATHEWS e HOLDE, 1990).

FIGURA 3 - ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (PARCIALMENTE REDUZIDAS)

e e e

.
Oq Oz H:0- ;_> “"OH ;_> H-0

Esses compostos intermediarios podem promover oxidacgoes de
macromoléculas celulares. Caso um destes componentes seja o DNA, o risco de
mutagenicidade é iminente.

Os niveis metabdlicos normais de espécies reativas de oxigénio sao

mantidos pela atividade antioxidante de diversas enzimas ou componentes
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celulares, dentre eles: catalases, SOD, GSHp, GSSGr, GSt, GSH, MT (vide fig. 1
para nomenclatura). A atividade alterada dessas enzimas e os teores fisiolégicos
anormais de compostos como a glutationa (GSH) e a metalotioneina (MT) podem
ser usados como marcadores correlacionados para situacoes de estresse oxidativo,
como descrito por MONTEIRO et al. (1985), DIMITROVA, TISHINOVA e
VELCHEVA (1994), PETRIVALSKY et al. (1997), DAGGETT et al. (1998),
KLING e OLSSON (2000), OLIVER, JIANG e CHERIAN (2006), CHEN et al.
(2006).

A GSH atua como fator antioxidante pois, sob a acido da glutationa

peroxidase (fig.4), serve como substrato a remocao de peroxidos, toxicos a célula.

FIGURA 4 - ACAO CATALITICA DA GLUTATIONA PEROXIDASE

glutationa peroxidase

2 GSH + R-0O-O-H » GS-SG + H:0 + R-OH

Assim um decréscimo nos niveis teciduais de GSH pode ser um indicativo
de estresse oxidativo. As MTs também possuem acdo antioxidante: MT a 13 uM é
tao efetiva quanto a GSH a 10 uM na prote¢ao do DNA contra o radical "OH no
timo de ratos. Os possivels mecanismos para tal protecdo envolvem: as
propriedades da proteina (reativa contra eletroéfilos); a mediacdo da MT na
reducao de radicais livres, (doagdo de hidrogénio); a participacdo da MT em
mecanismos de protecdo do DNA e regulacido da expressio génica; e sua relagio
com a disponibilidade de zinco, um cofator em varios processos celulares
(TEMPLETON e CHERIAN, 1991).

Como revisado por HEATH (1995), exposicoes cronicas de espécies de
peixes marinhas ao cadmio, chumbo e mercario causam acréscimo nas
concentracoes hepaticas de GSH. Por outro lado o cadmio ja foi observado
causando o efeito contrario em Anabas testudineus, quando em exposicao aguda a
altas concentracbes na agua e isso foi acompanhado por um acréscimo na
atividade da GSt. Como resposta a exposicao in vitro de células de carpa a
compostos oxidantes, obteve-se um decréscimo em sua toxicidade, relacionado ao
aumento da quantidade de GSH e a atividade do sistema redox GSH dependente,

1sso apos a pré-inducio da MT por cadmio (WRIGHT et al., 2000).
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Em trutas expostas ao zinco por via hidrica, houve acréscimo nos teores de
GSH hepatica, mas nao na quantidade de RNA, da MT. A situacao foi inversa
para a exposicao ao cadmio, e a mistura dos dois metais incrementou os teores de
GSH e a expressao de MT no figado. (LANGE; AUSSEIL; SEGNER, 2002).

O complexo citocromo oxidase P450 é uma unidade composta por
estruturas protéicas predominantemente integrante da membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) de células eucariéticas (principalmente hepatoécitos) e pode
ser obtido na fracdo microssomal, apds ultracentrifugacdo. Sua estrutura
assemelha-se a do complexo citocromo a-as oxidase (heterodimero
transmembrana) e possuli o grupo HEME modificado (reduzido). Quando
complexado ao CO, absorve fortemente a luz com y = 450 nm, dai sua
denomina¢do (MATHEWS e HOLDE, 1990).

A atividade do P450 é acoplada a uma cadeia de transporte de elétrons e a
atividade de uma série de enzimas acessorias que dispoem do Oz ou do CO,
inserindo um atomo de oxigénio ao substrato que sofre hidroxilacdo (aumento da
polaridade; fig. 5) e reduz um segundo atomo de oxigénio a agua. Assim uma
variedade de compostos lipossoluveis tornam-se mais hidrofilicos na célula, o que

ajuda na excrecao e eliminacao pela bile, branquias ou rins (HEATH, 1995).

FIGURA 5 — ACAO ESQUEMATICA DO COMPLEXO CITOCROMO P450

complexo citocromo P450

% O2 + R-H » R-OH

Em reacoes dependentes das coenzimas NADH e NADPH, o complexo
citocromo oxidase P450pode transformar acidos graxos, esterodides, barbituricos,
benzo[a]pireno e outras drogas ou xenobidticos. A expressio do complexo
citocromo oxidase P450¢é regulavel pela presenca de seus substratos, no figado e
outros tecidos, e grande parte dos poluentes organicos podem servir como
indutores, segundo MATHEWS e HOLDE (1990), HEATH (1995) e MELANCON
(1995). Desta forma o complexo citocromo oxidase P450tem importante
participacdo nas reacgoes de biotransformacido de FASE I no figado, responsaveis
pelo metabolismo de xenobidticos lipossoltuveis (MANAHAN, 2000). Contudo o

acréscimo em polaridade pode aumentar a toxicidade do xenobidtico, convertendo-
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o numa forma mais téxica.

Associadas com a inducdo do complexo citocromo oxidase P450estdo as
atividades de um amplo espectro de enzimas denominadas monoxigenases: mixed
function oxidase system (sistema MFO). Essas atividades sio freqiientemente
utilizadas como biomarcadores indiretos para a inducido do complexo citocromo
oxidase P450por xenobidticos. Tais métodos, devido a sua sensibilidade,
permitem a distingao mais acurada entre a expressao constitutiva e a induzida do
ccP450, ja que em condigdes ambientais realisticas o xenobidtico (agente indutor)
usualmente ocorre em concentragées tado baixas que nao incrementam
significativamente a quantidade total de complexo citocromo oxidase
P450(MELANCON, 1995). Em peixes, a monoxigenase associada ao complexo
citocromo oxidase P450cuja atividade é mais utilizada como biomarcador é a 7-
ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD), como por STIEN et al. (1997), isso por ter
baixa ou indetectavel atividade em animais ndo contaminados.

Alguns compostos organicos sido metabolizados no figado (FASE 1)
tornando-se eletréfilos e portanto capazes de causar um decréscimo nos niveis de
GSH in vivo. Indutores do sistema MFO podem contribuir nesse efeito e gerar
hepato-toxicidade, caso o excesso de eletrofilos permaneca apds os niveis de GSH
terem sido significativamente reduzidos (PLUMMER et al., 1991).

Alteragoes na atividade da EROD hepatica ou no sistema MFO podem
estar envolvidas nao somente com a exposicdo a xenobidticos organicos, mas
também com disfungdes no sistema reprodutor neuro-enddcrino, estas causadas
por outra classe de contaminantes. O catabolismo dos hormoénios sexuais
esterdides é dependente da atividade das monoxigenases do sistema MFO e
modulacido reciproca é constatada, ou seja, inducdo do sistema MFO por
substancias com ac¢ao hormonal (KIME, 1999).

Estudos de estrogenicidade in vitro com hepatoécitos de truta demonstram
reducao na atividade e na expressao do ccP450, correlacionada com o aumento da
concentracao de estradiol e com o tempo de exposicao das células. Ha inibicao da

atividade da EROD apdés 72 horas e decréscimo na quantidade de RNAn do
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citocromo 1A apods 48 horas de exposicao ao estradiol a 1 uM (NAVAS e SEGNER
2001).

A vitelogenina (VI'G) é uma glico-fosfo-lipoproteina de alta massa
molecular (de 170 a 200 kDa, dependendo da espécie) sintetizada em hepatocitos
sob controle multi-hormonal: a transcricao de seu RNA,, é ativada por estrogenos,
principalmente o 17B-estradiol (E2) apds ligagdo com o receptor nuclear (RE). A
VTG é o principal constituinte do vitelo de vertebrados oviparos, sendo liberada
no sangue (apds exocitose nos hepatocitos) e incorporada pelo oécito sob controle
da gonadotropina I (em peixes).

A expressao hepatica da VTG ou a supressio da mesma por fatores
exOgenos (xenobidticos ou xenoestrogenos) tém sido usadas em peixes como
indicadores de efeitos (anti)estrogénicos, ou seja, estrogénicos em machos e
jovens, ou anti-estrogénicos em fémeas, respectivamente, como revisado por
KIME (1999) e OOST, BEYER e VERMEULEN (2003).

REIS-HENRIQUES et al. (1997, 2000) encontraram evidéncias, in vitro e
in vitro, de que a concentracio de VT'G no oécito de Oncorhynchus mykiss regula
a produgao da propria VTG no figado, por modular a produgao de E2 pelo ovario.

O sistema reprodutor neuro-endécrino de peixes pode ser definido por uma
complexa organizacdo realizada por estruturas diversas, das quais os neuro-
hormonios, neurotransmissores, hormonios classicos (peptidicos ou esterodides) e
seus receptores tém crucial importancia na sinalizagdo intercelular, seja ela
paracrina, sinaptica, enddcrina ou autécrina. Um esquema simplificado dessa
organizacdo referida consta na figura 1. De forma geral, assume-se que esse
sistema em peixes é mais susceptivel a fatores exégenos (fisicos e quimicos) que
em mamiferos. KIME (1999) ressalta a importancia de se determinar qual
processo da intrincada rede de interacoes do sistema reprodutor de peixes é mais
susceptivel a um contaminante ambiental especifico.

O aluminio causa um decréscimo na sintese de VTG (quantidade de
proteina e de RNA,) em culturas primarias de hepatocitos de Oncorhynchus
mykiss induzidas por Es: a inibigcdo mostrou-se dependente da concentracao de

aluminio e ndo houve efeito de protecio pelo calcio, mas houve restauracio dos
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niveis de VTG, 7 dias depois o metal ter sido suprimido do meio de cultivo por
MUGIYA e TANAHASHI (1998) e HWANG, NAGAWA e MUGIYA (2000).
Resultados semelhantes foram obtidos pelo mesmo laboratério em relacdo ao
cadmio, contudo a resposta nado foi dependente das concentracées usadas
(regressao linear nao significativa) e ndo houve restauraciao da sintese apds a
supressao do metal.

Em revisdao, HEATH (1995) relata que o cadmio também esta envolvido
com altos niveis de hormonios sexuais esterdides em machos de truta expostos
cronicamente, isso por inibir a atividade do ccP450, a eliminag¢do normal pelo
figado e por estimular diretamente a sintese hormonal. O merctrio (inorganico ou
metilado) causa lesoes histopatoldgicas nas células de Leydig (responsaveis pela
sintese de androgenos) em Clarias sp expostos cronicamente. Isso veilo
acompanhado pelo decréscimo dos teores de colesterol plasmatico, sugerindo um
estimulo do catabolismo hepatico ou uma inibicdo da sintese da molécula. O
chumbo foi relatado como supressor da liberacdo de gonadotropinas em peixes,
provavelmente por alterar os niveis de dopamina no hipotalamo, o que inibe a
espermatogénese e a producao de andrégenos, bem como reduz o crescimento

gonadal e os niveis de estradiol em fémeas.
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I.1 INTRODUCAO

I.1.1 INIBICAO DA §-AMINOLEVULINATO DESIDRATASE

A 3-ALAd (E.C.: 4.2.1.24) é um componente citosoélico da célula eucaridtica
e que requer indiretamente o metal zinco para sua atividade normal (vide 3,
figs.1 e 2).

A 3-ALAd é uma enzima néao funcional em eritrécitos de mamiferos, ja que
a formacdo da hemoglobina (HB) esta completa antes da circulacido de células
vermelhas no sangue. Por conseqiiéncia a inibicdo da atividade catalitica pode
ocorrer nao acompanhada do quadro clinico sistémico (anemia), do decréscimo em
producao de HEME nas mitocondrias e do acumulo de seus precursores (porfiria)
nas células e tecidos (HODSON; BLUNT; WHITTLE, 1984). Em peixes a 3-ALAd
eritrocitaria também é remanescente da sintese de HB que ocorreu em células
hematopoiéticas, e embora os eritrocitos de peixes possuam nucleo (HEATH,
1995), esta organela é aparentemente inativa e a sintese de HEME ndo pode
ocorrer devido a auséncia de mitocondrias (ALVES COSTA, 2001), encontradas
somente nos estagios prematuros dos eritroblastos.

Com o decréscimo da atividade enzimatica o substrato (5-ALA) aumenta
em concentragdo, podendo ser excretado pela urina e nela detectado e
quantificado (técnica dificil para peixes); em peixes a enzima é um bom indicador
de hematopoiese e a inibicdo induzida pode ser medida no figado, rins, baco e
sangue (HODSON; BLUNT; WHITTLE, 1984).

Alteracoes da capacidade catalitica da 8-ALAd eritrocitaria tém sido
estudadas por métodos que envolvem ensaios bioquimicos e quantificacdo por
fotometria. Tal metodologia, aplicada a peixes por varios autores na década de 70,
fol considerada como uma rapida, consistente, especifica e sensivel estimativa
para concentracoes de chumbo causando danos subletais (HODSON, 1976). Além
disso o método serviria a identificacdo de fontes de dispersao do metal, por
estimar “graus” de exposicdo de populagées in natura. HODSON et al. (1977)

evidenciam correlacgoes lineares significativas entre o logaritmo de concentragoes



25

de chumbo na agua e no sangue e a atividade mensuravel da enzima dos
eritrocitos.

Desde entao poucos trabalhos tém sido publicados, considerando estudos
com a atividade desta enzima proveniente de tecidos de peixes. De fato apenas
dez publicacoes foram encontradas disponiveis na rede internacional de
computadores, em “http:/www.sciencedirect.com/’, através do cruzamento de
dados entre: “aminolevulinic acid dehydratase” e “fish”. O mais recente desses
trabalhos (CAMPANA, SARASQUETE e BLASCO, 2003) apresenta na sua
discussdo uma relacio de referéncias (tabela), nas quais o efeito do chumbo sobre
a 8-ALAd de peixes foi reportado. Essa tabela esta reproduzida no anexo 1. Dessa
relacao, o trabalho mais recente é de BURDEN, SANDHEINRICH e CALDWELL
(1998), que descrevem um método que permite a quantificacao da atividade da 8-
ALAd em pequenos peixes inteiros, dos quais é dificil a extragao de tecidos.

A 3-ALAd ja foi também utilizada em campo, juntamente com outros
biomarcadores, em estudos de regides contaminadas (bioensaios in situ com
Ictalurus punctatus), por MARTIN e BLACK (1996, 1998).

Como fonte enzimatica de 8-ALAd, AISEMBERG et al. (2005) utilizam
invertebrados de agua doce, num estudo acerca da sensibilidade da inibicao
aferida para se monitorar exposi¢ées de chumbo no ambiente.

Para OGUNSEITAN, YANG e ERICSON (2000) a atividade bacteriana da
8-ALAd serviu como biomarcador confidavel para se inferir a biodisponibilidade do
chumbo em ambientes contaminados.

No Brasil, a academia gaucha (UFSM e UFRS) da grande contribui¢do com
o estudo da atividade da enzima em mamiferos (ratos e camundongos), a partir
de varios tecidos como cérebro, rins, figado e sangue (in vivo ou in vitro) e frente a
varios tipos de xenobidticos, demonstrando a inibi¢do por metais divalentes como
Pb+*, Cd** e Hg** ou a restauracao da atividade da 3-ALAd com drogas especificas
(quelantes de metais ou sais de selénio ou zinco), assim como mensurando
também parametros de estresse oxidativo que acompanham a porfiria: ROCHA et
al. (1995); NOGUEIRA et al. (2003); FARINA et al. (2003); PEIXOTO et al.
(2003); PEIXOTO, ROZA e PEREIRA (2004); PEROTTONTI et al. (2004a, 2004b).
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1.1.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Parametros hematolégicos mensuraveis sao considerados como indicadores
pato-fisiolégicos para o organismo como um todo (em nivel sistémico) e portanto
sao importantes em diagnodsticos do status estrutural e funcional de peixes
expostos a xenobidticos (ADHIKARI et al., 2004). Estudos hematolégicos amitde
provém procedimentos para o diagnodstico de doencas em mamiferos (RANZANI-
PAIVA et al., 2000), e na aquicultura, para se avaliar interacoes entre diferentes
niveis de nutrientes da dieta (LIM et al., 2000).

Embora as condi¢ées do sangue de peixes venham sendo cada vez mais
utilizadas em programas de biomonitoramento como indicadores de alteracoes
fisiologicas, segundo BOLS et al. (2001) e AFFONSO et al. (2002), o mais
importante obice para o uso desses dados em estudos ambientais é a falta de
informacao basica sobre a resposta do sangue contra agentes exodgenos e
principalmente em espécies tropicais.

A contagem de eritrécitos (RBC), a concentracdo de hemoglobina no sangue
total ([HB]), o hematodcrito percentual (Ht), o volume corpuscular médio (MCV), a
quantidade de hemoglobina corpuscular média (MCH) e a concentracido de
hemoglobina corpuscular média (MCHC) sao alguns dos parametros
hematolégicos comumente utilizados em peixes (HEATH, 1995), assim como o
foram por CERQUEIRA e FERNANDES (2002), numa avaliacao da exposi¢ao de
Prochilodus scrofa ao CuSQO4. Tais parametros, do sangue de Hoplias
malabaricus foram utilizados por RIOS, KALININ E RANTIN (2002) e RIOS et
al. (2005) num estudo das adaptacgdes fisiolégicas desenvolvidas pela traira,
quando sujeitas a longos periodos de jejum (até 240 dias).

Anemia é um quadro clinico sistémico definido pelo decréscimo de [HB]
funcional, seja por uma quantidade inadequada de [HB] nos eritrécitos ou por
uma reducao no numero desses. O Pb**, o Cd**, o Hg** foram relatados por causar
anemia em peixes (HEATH, 1995). Embora mais toxico que o Hg**, o H3C-Hg*
aparentemente tem um efeito mais brando sobre o sangue de peixes, como

revisado por HEATH (1995) e em relacao a anemia e valores de Ht de peixes.
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Contudo o organometal pode se ligar de forma reversivel com as sulfidrilas (—-SH)
da HB de eritrocitos de truta (MASSARO, 1974). O HsC-Hg* é um xenobidtico
altamente lipofilico que facilmente atravessa a “barreira” natural imposta pelo
sangue (distribuigao, diluigcdo, imobilizacdo, excrecdo, sistema porta-hepatico) e
sua via principal de exposi¢cdo da-se pela ingestdo de alimentos contaminados
(LIMKE; HEIDEMANN; ATCHISON, 2004).

O objetivo do trabalho apresentado neste capitulo é a padronizagio e
constatacdo do uso da atividade da 6-ALAd eritrocitaria e de um conjunto de
parametros hematoldgicos como biomarcadores efetivos, para indicar as condigoes
fisiologicas do sangue de Hoplias malabaricus frente a exposi¢ées subcronicas por
via troéfica. Nesse caso o Pb** foi utilizado pela sua conhecida agao inibitéria sobre
a atividade da 8-ALAd eritrocitaria de peixes e o HsC-Hg*, como substancia teste.
A 8-ALAd eritrocitaria é portanto abordada como um indicador da continuidade
da exposigdo a metais, e da biodisponibilidade destes, apdés longo periodo
experimental, e o conjunto de parametros hematolégicos, como indicadores das

condigoes fisiologicas momentaneas do sangue.
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1.2 MATERIAIS E METODOS

[.2.1 BIOENSAIOS

Dezoito espécimes de Hoplias malabaricus (traira) foram obtidos
comercialmente de uma estagao de aquicultura localizada no municipio de Toledo
(PR). Outros dezoito animais foram capturados na Fazenda Experimental
Canguiri da UFPR, municipio de Quatro Barras (PR), bacia da rio Iguacu. Os
animais de Toledo serviram exclusivamente para a exposicao ao HsC-Hg*, e seu
respectivo grupo controle (experimento I descrito abaixo). Os animais da Canguiri
serviram para a exposicao ao Pb*, e seu grupo controle (experimento II).

Todos os animais (180,8 g; DP = 57,1 g) foram aclimatados nas condig¢oes
experimentais por 30 dias: cada animal em um aquario com 30 litros de agua de
torneira desclorificada; limpeza do aquario a cada 5 dias, com troca de 10 litros
da agua; influxo de ar constante; temperatura de 21 + 2°C; e fotoperiodo (12h luz :
12h escuro). Essas condigoes foram mantidas e controladas até o fim dos
experimentos I e II. O suprimento alimentar deu-se com peixes jovens, individuos
vivos de Astyanax sp. (lambaris) da Bacia do rio Iguagu (PR). Cada traira foi
alimentada com um lambari (~10% de sua biomassa) a cada cinco dias. Isso para
garantir a ingestdo num condicionamento comportamental necessario para a
administracido das doses por via tréfica. Além disso RIOS, KALININ E RANTIN
(2002) e RIOS et al. (2005), num estudo de restricao alimentar em Hoplias
malabaricus (até 240 dias de jejum experimental), alimentaram suas trairas do
grupo controle com 2% de sua biomassa por dia, quantidade equivalente a aqui
utilizada.

Todas as condi¢ées experimentais para os bioensaios aqui descritos
mantiveram um padrao pré-estabelecido, da chegada do animal ao laboratério até
o dia em que foi sacrificado, incluindo: a aclimatagio as condi¢bes experimentais
(nunca inferior a 20 dias); a desinfestacdo do animal (ectoparasitas); a
desinfeccdo prévia da agua (acdo bactericida e fungicida antes da aclimatacao);

cuidados relativos a fotoperiodo, qualidade da agua e suprimento alimentar; e
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manipulacoes como pesagens, distribuicdo espacial nos aquarios e coleta de
sangue e orgaos (toda manipulacao sempre precedida de anestesia).

Ao final das exposicoes, apds 70 dias (14 doses) todos os individuos foram
anestesiados em agua de torneira desclorificada com MS222 (acido etil-éster-3-
aminobenzodico, Sigma®) a 0,02% (v/v), antes da extragido das amostras bioldgicas,
seguida de eutanasia. Aproximadamente 1 ml de sangue de cada animal foi
extraido do vaso caudal situado na porgdo ventral da coluna vertebral, com
seringas contendo 0,1 ml de heparina (ap6s encher e esvaziar a seringa), cujas
agulhas foram inseridas na regido posterior do animal, logo apdés a nadadeira
anal. O sangue foi congelado imediatamente em nitrogénio liquido até os
procedimentos do ensaio bioquimico para atividade da 6-ALAd eritrocitaria.
Outras aliquotas das mesmas amostras foram sujeitas imediatamente a afericio

dos parametros hematologicos.

1.2.1.1 Experimento I

Nove trairas foram contaminadas com HsC-Hg*, a partir do HsC-Hg.Cl
(diluido em solucdo aquosa de HCl 1 mM) e 9 trairas foram mantidas como
controles. A contaminacio ocorreu a cada cinco dias, quando as presas foram
Injetadas intraperitonealmente com a solucdo supracitada. Os animais do grupo
controle se alimentaram com presas injetadas com HCl 1 mM em solucdo aquosa.
O volume de cada injecdo variou de acordo com a biomassa de cada animal
experimental, para o estabelecimento da seguinte dose nominal ingerida: 75 ng
HsC-Hg*.gl. Esta foi determinada por OLIVEIRA RIBEIRO et al. (1999 e 2000)

de acordo com dados de estudos em areas impactadas na Amazonia.

[.2.1.2 Experimento II

Oito trairas foram contaminadas com Pb**, a partir do Pb(NOs3)z2 diluido em

solucdo aquosa neutra e nove trairas foram mantidas como controles. A

contaminacdo ocorreu a cada cinco dias, quando as presas foram injetadas
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Intraperitonealmente com a solucao supracitada. Os animais do grupo controle se
alimentaram de presas injetadas com agua destilada. O volume de cada injecao
variou de acordo com a biomassa de cada animal experimental, para o
estabelecimento da seguinte dose nominal ingerida: 21 ug Pb+*.g-1.

Esta dose foi administrada por RABITTO et al. (2005) em Hoplias

malabaricus e determinada por ALVES COSTA (2001), considerando:

a) fator de concentracao (FC) proposto por VIGHI (1981) para peixes que
sao consumidores secundarios (FC = 3.103 g.]'1) em ambientes aquaticos
contaminados por Pb* (dados de biomonitoramentos);

b) a média das concentracées de chumbo total na agua do rio Ribeira
(27,88 pg.l'l), municipio de Registro (SP), durante uma série histérica
de monitoramento (CETESB, 1978-97).

Na época da série supracitada, o limite maximo permissivel para

concentracao de chumbo total na agua estabelecido pela legislacao brasileira,

segundo a resolu¢ao do CONAMA n. 20 (BRASIL, 1986) era de 30 pg.l-1.

1.2.2 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DA §-ALAd ERITROCITARIA

O método empregado para a atividade da O6-ALAd eritrocitaria foi
modificado de HODSON (1976), HODSON et al (1977), RODRIGUES (1986) e
BAINY (1990) e padronizado para Oreochromis niloticus por ALVES COSTA
(2001). Uma padronizacdo semelhante para Hoplias malabaricus foi aqui
realizada, incluindo-se parametros de cinética enzimatica.
Para os ensaios bioquimicos foram necessarias as seguintes solugées:
a) Tampao fosfato monossodico/dissodico: fosfato de sddio dibasico a
0,1 M e fosfato de s6dio monobasico a 0,1 M, pH 6,3 (TF);

b) Solucao A: Triton X-100 a 0,5% em TF;

c¢) Soluc¢ao B: 5-aminolevulinato-hidrocloreto (3-ALA.HCI) a 804 ug-ml
em A;

d) Solucao P: solucdo de acido tricloroacético (TCA) a 40 g.ml! com
cloreto de mercurio (HgCls) a 99,45 mM,;
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e) Solucao E: reagente de Ehrlich (reagente de cor): 18,18 mg.ml! de p-
dimetil-amino-benzaldeido; 3,18 mg.ml! de HgCly; 76,36% (v/v) de
acido acético glacial; e 18,18% (v/v) de acido perclérico a 70% (HC1O4).

O sangue total de cada peixe foi descongelado sob gelo moido e uma
aliquota serviu a quantificacio da hemoglobina (em g.dl'!) pelo método
fotométrico da cianometa-hemoglobina (BEUTLER et al., 1995); outra aliquota
(25 pl) serviu a hemolise (com Triton X-100) na razao final de 1:12 (v/v) no meio
de reacdo (volume final da reacdo de 300 ul). O substrato (3-ALA.HCI) se fez
presente na reacgao (solugao B) na concentragio final de 4 mM de 3-ALA, exceto
nos brancos (solucdo A) e o preparado foi incubado por 1 h a 37°C. A concentracao
final de 36-ALA na incubagido promoveu sensibilidade (velocidade constante de
reac¢do), garantindo a disponibilidade do substrato (saturacdo). Apds a
Interrupc¢ao da reacao enzimatica com banho de gelo (0°C) seguido de precipitacgao
com TCA/HgCls (adi¢do de 700 ul da solucdo P, por amostra) as aliquotas foram
centrifugadas a 4°C, sob a for¢ca de 5000Xg por 5 minutos e o sobrenadande (100
ul) pipetado sobre microplaca (96 pogos) de leitura em fotometro. Para os brancos,
a adicdo de 700 pl da solucdo P se deu antes da incubacdo, para se evitar
qualquer reagao com eventuais quantidades de substrato endégeno.

Todo o material usado, até a parada da reacdo, foi mantido sobre gelo
moido ou refrigerado a 4°C. O resultado final do ensaio correspondeu a
quantificacdo do produto da catalise da 8-ALAd, o porfobilinogénio (PBG), que
produz a cor vermelho-résea quando reage com a solugao E (100 ul por pogo). A
intensidade da cor varia com a concentracdo de PBG e isto é mensuravel pelo
fotometro (Tecan Sunshine®) com o filtro para absor¢do da luz com 550 nm de
comprimento de onda. Todas as amostras foram lidas exatamente 15 minutos
ap6s a adicdo do reagente de cor. A atividade pode ser expressa em unidade
relativa, por concentracdo de hemoglobina, por tempo. Para tal empregou-se a

equacao:

Atividade = _(absorbancia) X (D) (1)
(t) X ([HB])
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Onde:

a) absorbancia: média de cada ensaio (pelo menos trés reagbes por

amostra de sangue) menos absorbancia média dos brancos;

b) D: fator de diluicdo do reagente de Ehrlich (D = 2);

c) t: tempo de incubacgao (em h);

d) [HB]: concentracdao de hemoglobina no sangue (em g-dl™?).

Antes da quantificacdo das amostras experimentais (dos bioensaios), varios
ensaios foram conduzidos com amostras de sangue de 20 exemplares de Hoplias
malabaricus capturados em “pesque-pagues” da bacia do Rio Iguacu (PR), no
Intuito de padronizar alguns dos parametros de cinética enzimatica, a saber: ku
de 3-ALA e temperatura 6tima de reacdo. Esses 20 animais receberam o mesmo

tratamento descrito em 1.2.1, exceto pela administracao dos contaminantes.

1.2.2.1 Analises Estatisticas para 5-ALAd

Os valores numéricos foram analisados com uso do programa GraphPad
PRISM®, v.3.00, © 1994-1999. Uma curva de saturacao de substrato (hipérbola
retangular a partir da equacao de Michaelis-Menten) foi calculada, demonstrando
a velocidade de reacdo enzimatica em funcao da concentracao de d-ALA. A
plotagem de Lineweaver-Burke e uma curva de temperatura (polinomio de
terceira ordem) também ilustram parametros da cinética da enzima.

A atividade da 6-ALAd e a concentracao de HB foram analisadas por:

a) ANOVA a um critério para comparacao entre as médias dos grupos,

com nivel critico de significancia de 5%;

b) seguida do teste de Tukey, para comparacoes multiplas entre os grupos
(cada qual com todos os outros), com 5% de significancia; esse teste
serviu para se estabelecer (ou néo) a diferenca significativa entre os
dois grupos controles (um para o Pb** e outro para o HsC-Hg™");

c) ou seguida do teste de Dunnett com um nivel de significancia de 1%;

para comparacao dos tratamentos com seu respectivo grupo controle,
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ou com o grupo resultante da unido dos grupos controles, caso fossem

estatisticamente iguais.

1.2.3. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Apobs as exposicoes as amostras de sangue foram coletadas como descrito
em [.2.1, mas ndo congeladas, e sim sujeitas imediatamente a afericdo dos
seguintes seguintes parametros hematol6gicos:

a) contagem de eritrécitos (RBC), expressa em 1086 células.ull;

b) concentragao de hemoglobina no sangue total ((HB]), em g.dl1;

c¢) hematoécrito percentual (Ht), que é o volume do sangue total

correspondente ao volume dos eritrocitos, expresso em v/v (%);

d) volume corpuscular médio (MCV), que é o volume médio dos eritrdcitos

(em ums3 ou fl), e calculado pela seguinte equacgao:

MCV = _Ht (absoluto) X 1000 (2)
RBC (106 células.ult)

e) quantidade de hemoglobina corpuscular média (MCH), que é a
quantidade média de hemoglobina no eritrécito, em massa (pg por

célula), e calculada pela seguinte equacao:

MCH =__ [HB] (g.dl'!) X 10 (3)
RBC (106 células.ult)

f) concentragao de hemoglobina corpuscular média (MCHC), que é a [HB]
(g.dl')) no sangue total, corrigida para o volume correspondente aos

eritrécitos, calculada pela seguinte equacao:

MCHC - _[HB] (g.dl'}) (4)
Ht (absoluto)

g) contagem diferencial de leucécitos (Lk), expressa em 104 células.ul-?;

h) contagem de diferencial neutréfilos (Nt), expressa em numero (%) de
neutroéfilos contados a cada 100 leucocitos contados;

i) contagem diferencial de células mononucleadas (Mn), expressa em
numero de linfocitos mais o nimero de mondécitos a cada 100 leucécitos

contados (%);
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A contagem de eritrocitos (RBC) deu-se por microscopia de luz visivel, em
camara hemocitométrica de Neubauer. O hematécrito percentual (Ht) foi
determinado pelo método de micro-hematécrito (HOUSTON, 1990), pelo qual as
amostras foram centrifugadas por 5 min. a 2400Xg. A concentracdo de
hemoglobina no sangue total ([HB]) foi determinada pelo método fotométrico da

cianometa-hemoglobina (BEUTLER et al., 1995).

I1.2.3.1 Analises Estatisticas para os Parametros Hematolégicos

A analise estatistica dos resultados empregou o programa Prism® v. 3.0,
sendo utilizado o teste ¢ com um nivel critico de significancia de 5%. Devido a
distinta procedéncia dos animais, os experimentos I e II foram analisados em

separado.
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I.3 RESULTADOS

Nao foi observada mortalidade em nenhuma das exposi¢ées subcronicas,
indicando que, nas doses administradas, o Pb** e o H3C-Hg* nao apresentam
efeito agudo sobre as fungoes vitais de Hoplias malabaricus.

Outrossim, todos os animais receberam o mesmo numero de doses, o que
demonstrou que os xenobidticos, da forma como empregados, nido causaram
mnapeténcia em Hoplias malabaricus durante a exposi¢cdo subcronica e também
nao alteraram seu comportamento de captura de presas em confinamento

laboratorial.

1.3.1. ATIVIDADE DA §-ALAd ERITROCITARIA

O ensaio para atividade da 36-ALAd mostrou-se um método simples, rapido
e de baixo custo, para se evidenciar exposi¢ao subcronicas comparando grupos
experimentais, mesmo quando os resultados sao expressos em valores relativos
de absorbancia, como aqui foram.

A concentracado de substrato em que a velocidade da reacao corresponde a
50% da velocidade maxima, para a d8-ALAd eritrocitaria de Hoplias malabaricus
foi de kn = 0,3653 mM (r2 = 0,9167; n = 7 animais), 8 reacoes (concentracoes de d-
ALA) por amostra de sangue de cada animal (graf. 1). A concentracao final de 5-
ALA utilizada no meio de reacdo (incubacio) foi de 4 mM, cerca de onze vezes o
km, valor muito préximo do utilizado por HODSON et al. (1977) para quatro
espécies de teledsteos (4,257 mM). Outrossim, o pH do meio de reagao (6,3)
também fo1 préoximo ao utilizado para as mesmas quatro espécies (pH = 6,3).

Apés aclimatacao as condicoes experimentais, a atividade da &-ALAd
eritrocitaria de Hoplias malabaricus aumenta com o acréscimo da temperatura
de reacao até 56°C (n = 6 animais, graf. 2), a partir da qual declina. A
temperatura de reacgao escolhida, por razées de logistica laboratorial, foi de 37°C.

Uma pré-incubacao com DNase de fago (0,25 mg.ml-!; por 1 h a 37°C), ou

outra sem (por 1 h a 37°C) nao afetaram significativamente a absorbancia obtida,
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quando comparadas com o valor de absorbancia sem nenhuma pré-incubacgao (n =
5 animais; dados nao ilustrados). Contudo ambos os procedimentos de pré-
incubacdo aumentaram o volume de sangue total disponivel para pipetagem, apos
o descongelamento das amostras, sendo o uso da DNase mais eficiente. Isso
porque ao se congelar o sangue (hemolise) ha a liberagao do DNA dos eritrocitos,
0 que da uma consisténcia gelatinosa a uma fracdo da amostra. Com as amostras
provenientes do bioensaio nio foram realizadas as pré-incubacgodes supracitadas,
mas o problema foi resolvido coletando-se um volume maior de sangue, do que o
necessario para o ensaio bioquimico.

As exposi¢oes in vivo a ambos os xenobidticos (Pb** e HsC-Hg*) resultaram
em 1inibicdo significativa (Dunnett: p < 0,01) da 3-ALAd eritrocitaria de Hoplias

malabaricus (graf. 3). Nao houve mortalidade durante o bioensaio.
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GRAFICO 1— CURVA DE SATURACAO DE SUBSTRATO (5-ALA) PARA A §-ALAd

FONTE:
NOTAS:

ERITRO CITARIA DE HOPLIAS MALABARICUS
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Regressao (hipérbola retangular) a partir da Equacéo de Michaelis-Menten: r2 = 0,917.
Médias * erro padrdo (n = 7 animais), 8 reacgoes (concentracoes de 3-ALA) por amostra
de sangue de cada animal.

Velocidade da reagdo corresponde a 50% da velocidade maxima: km = 0,3653 mM.
Grafico inserido: plotagem de Lineweaver-Burke.

Incubagéo a 37°C por 1 hora; valores de absorbancia a 550 nm (absorbancia) divididos
pelo maior valor de absorbancia obtido em cada animal.

Sistema inglés de escrita numérica.

GRAFICO 2 — ATIVIDADE DA §-ALAd ERITROCITARIA DE HOPLIAS MALABARICUS EM

FONTE:
NOTAS:

FUNCAO DA TEMPERATURA DE INCUBACAO

[&]
(o]
~
m
<
[a)
o
=)
(@]
0.0+——+———t———t—t——t—t——t—t——t—+ tﬁ -riﬁ-rﬁ- ir;:
0 9 18 27 36 45 54 63 72 81
TEMPERATURA ( °C)
O autor

Polinémio de 3.2 ordem (r2 = 0,59); n = 6 animais; valores de absorbancia a 550 nm
divididos pela absorbancia média obtida a 37°C para os 6 animais; incubacdes de 1
hora.

Sistema inglés de escrita numérica.
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GRAFICO 3 — INIBICAO DA ATIVIDADE DA §-ALAd ERITROCITARIA DE TRAIRA (HopLiAS
MALABARICUS) EXPOSTAS POR VIA TROFICA AO Pb* E AO HsC-Hg*, POR 70
DIAS (14 DOSES)
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NOTAS: CTRL: 2 grupos controles (n =9 + 9 animais).
Pb++*: grupo exposto a 21 pug Pb**.g-1 de biomassa, a cada 5 dias (n = 8 animais).
H3C-Hg*: grupo exposto a 75 ng HsC-Hg*.g'! de biomassa, a cada 5 dias (n = 9).
Valores de absorbancia aferidos a 550 nm.
Incubagéo de 1 hora a 37°C.
Sistema inglés de escrita numeérica.
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1.3.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

A tabela 1 demonstra as médias dos valores obtidos para os parametros

hematolégicos aqui considerados.

TABELA 1 - PARAMETROS HEMATOLOGICOS ANALISADOS EM HOPLIAS MALABARICUS
APOS EXPOSICAO TROFICA AS DOSES DE 75 ng HsC-Hg*.g! E 21 pg Pbr.g1, A
CADA 5 DIAS, POR UM PERIODO TOTAL DE 70 DIAS (14 DOSES)

EXPERIMENTO I EXPERIMENTO II
PARAMETROS Origem: Toledo (PR) Origem: FE Canguiri (UFPR)
Controle + EPM |H3C-Hg’r + EPM | Controle + EPM | Pb+ + EPM
n@® 9 9 6 6
RBC® 1,63 + 0,06 *1,91 + 0,09 1,90 £ 0,13 1,99 + 0,07
[HB]® 5,07 £ 0,11 *#%%6,02 + 0,19 5,62 + 0,60 5,27 + 0,38
Ht® 25,33 + 1,14  **%35,22 + 1,27 23,33 + 0,80 25,67 + 1,02
MCV® 155,63 + 5,38  ***185,4 + 3,87 126,21 + 11,12 129,31 + 5,32
MCH® 31,35 + 1,06 31,90 + 1,33 30,74 + 4,78 26,45 + 1,58
MCHC® 20,36 + 1,07 *17,23 + 0,69 23,90 + 2,02 20,44 + 0,78
Lk® 3,96 + 0,26 *#*%6,40 + 0,31 0,37 + 0,14 0,25 + 0,11
Nt ©® 3,78 + 0,62 *8,89 + 1,73 3,33 + 1,23 3,83 + 0,87
Mn 9 96,22 + 0,62 *91,11 + 1,73 96,67 + 1,23 96,17 + 0,87

FONTE: o autor

NOTAS: Teste t realizado para os experimentos I e II, em separado ( *p < 0,05; ***p < 0,001).
Dados expressos em média (+ erro padrao médio).

(1) n: nimero de animais no grupo.

(2) RBC: contagem de eritrdcitos (106 células.ul-1).

(3) [HB]: concentracdo de hemoglobina (g.dl-).

(4) Ht: hematdcrito percentual (%).

(5) MCV: volume corpuscular médio (um3).

(6) MCH: hemoglobina corpuscular média (pg.célula-l).

(7) MCHC: concentracio de hemoglobina corpuscular média (%).

(8) Lk: contagem de leucdcitos (104 células.ul-1).

(9) Nt: contagem de neutréfilos (neutréfilos.[100 leucdcitos contados]-1).

(10) Mn: contagem de células mononucleadas ([linfécitos + monécitos].[100 leucéceitos contados]-1)
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1.4 DISCUSSAO

Embora o Pb** nao sofra biomagnificacdo, ou seja, um aumento de
concentracao com a ascendéncia da cadeia trofica, muitos organismos aquaticos,
inclusive peixes, podem absorver e acumular altas concentragoes de chumbo
(PAIN, 1995) e em geral considera-se que este metal possui efeitos cumulativos
em peixes (VIGHI, 1981). Contudo sua biodisponibilidade e a tendéncia de
organismos aquaticos em acumula-lo em seus tecidos nao sao temas
suficientemente elucidados, quando em relacdo a estudos com outros metais.

Sabe-se que em trabalhadores sob exposi¢do ocupacional ao chumbo, 35—
81% do metal no sangue esta associado a 8-ALAd eritrocitaria, com uma
capacidade limitada a 850 pg.l! (dissociacdo constante de 1,5 pg.l?l) e que
nenhuma ligacdo do chumbo com a hemoglobina foi encontrada (BERGDAHL et
al., 1998).

Os resultados confirmam a inibicdo da 5-ALAd eritrocitaria de Hoplias
malabaricus, apos a exposicao experimental tréfica e subcronica ao Pb*+ (graf. 3).
Pode-se inferir com seguranca que Hoplias malabaricus absorveu pelo trato
intestinal, o Pb*™ contido nas doses ingeridas. ALVES COSTA (2001) encontrou
inibicdo semelhante para Oreochromis niloticus, em exposicdo aguda por via
hidrica (semi-estatica).

De outra forma, CAMPANA, SARASQUETE e BLASCO (2003) néo
encontraram inibicdo da 8-ALAd do figado, rim e sangue de Halobatrachus
didactylus, sete dias apds a injecao Unica (dose intraperitoneal) de 1 ng Pb*+.g-1
de biomassa. O metal também néo causou peroxidacao lipidica em células do rim
e do figado, embora tenha se acumulado nos tecidos de acordo com a seguinte
ordem: rim > figado > sangue. Os teores de chumbo no sangue dos animais
injetados se igualaram aos dos animais controles, demonstrando que a dose
estudada foi muito baixa para inibir a 8-ALAd eritrocitaria.

O mercurio é um poluente ubiquo que desregula muitas rotas bioquimicas
em organismos. Recentemente experimentos com ratos demonstraram inibi¢do da

atividade da 3-ALAd proveniente do rim de ratos injetados por via subcutanea
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com 17 umol HgCla.kg'l! (PEROTTONI et al., 2004a, 2004b). A interagdo do Hg**
com os grupos sulfidrila (STOHS e BAGCHI, 1995) no sitio ativo da enzima
podem explicar tal fenémeno.

Neste trabalho, uma exposicdo por via trofica de 75 ng HsC-Hg*.g™! de
biomassa, a cada 5 dias e por 70 dias (14 doses) inibiu consistentemente (49%
sobre a atividade controle; p < 0,01; graf. 3) a 8-ALAd eritrocitaria de Hoplias
malabaricus. Este é o primeiro estudo experimental que demonstra o efeito do
HsC-Hg* em baixas doses sobre a atividade da 8-ALAd. Uma hipétese para
explicar a inibicdo seria a ligacdo do organometal com os grupos sulfidrila, no
sitio ativo da 8-ALAd. Em adicdo pode-se deduzir danos oxidativos em tecidos
hematopoiéticos e outros.

Como consequiéncia da exposicdo a metais pesados ja foram relatadas, por
STOHS e BAGCHI (1995) e FARINA et al. (2003), a peroxidacio lipidica,
homeostase alterada de calcio e componentes sulfidrilicos e danos no DNA. Entre
outros metais pesados o mercurio e o chumbo podem interagir com a glutationa
reduzida (GSH) e outros componentes que contenham grupos —SH, como cisteinas
(livres ou nao) e muitas proteinas, diminuindo os teores celulares de grupos —SH
em estado reduzido, os quais atuam como “tampédes oxidativos” naturais. Isso
resulta na formacao de espécies reativas de oxigénio (STOHS e BAGCHI, 1995).

De fato, outro experimento realizado pelo Laboratério de Toxicologia
Celular (SCB-UFPR), com a mesma dose de Pb** utilizada neste estudo e também
administrada a cada 5 dias, demonstrou forte evidéncia de danos genéticos no
rim anterior (tecido hematopoiético) de Hoplias malabaricus: quebras em
cromatides, inversoes pericéntricas e fragmentos cromossomicos (CESTARI et al.,
2004). A frequéncia das alteracdoes cromossomicas aumentou com o tempo de
exposicao (de 4 para 8 doses) e danos no DNA de eritrécitos foram observados
pelo teste cometa apds 13 doses.

O actimulo celular de 6-ALA (precursor do grupo HEME) esta envolvido com
danos oxidativos devido a producgio de espécies reativas de oxigénio (DEMASI et
al., 1996). Portanto, pode-se supor com a inibicdo da 8-ALAd, um efeito adverso

indireto (em relacdo ao efeito oxidativo direto supracitado) do Pb** e do HsC-Hg*
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nas estruturas do DNA e cromossoémica de varios tipos celulares, notoriamente
eritrocitos (ou seus precursores), hepatocitos e células renais.

Tal efeito oxidante também esta relacionado a uma suposta “quebra” da
estrutura macromolecular do citoesqueleto, pois interagcoes quimicas com a rede
de microtibulos podem gerar genotoxicidade. O surgimento de micronucleos pode
ser consequéncia de interagées de metais com a tubulina e/ou a quinesina. Ha
constatacdo da inducdo dose-dependente de microntcleos, por sais de chumbo e
mercurio, que interferem in vitro com a formacido dos microtibulos, e alteram a
segregacao cromossOmica via interacao com as proteinas do citoesqueleto (THIER
et al., 2003).

Em adicao, ALVES COSTA (2001), RABITTO et al. (2005) e MELA et al.
(submetido) demonstraram que o Pb** e o HsC-Hg* induzem alteracoes
morfolégicas na ultra-estrutura de hepatocitos de Hoplias malabaricus, e que 1sso
esta relacionado ao tempo de exposicao; e ainda sugerem como causa, mudancas
operacionais na dinamica dos filamentos intermediarios (lamina nuclear) ou das
tubulinas (microtubulos).

Trutas expostas via hidrica ao chumbo, em concentracées de 10, 75 e 300
ug.l-1, por 30 dias, apresentaram 21, 74 e 86% de inibi¢ao da 3-ALAd eritrocitaria,
respectivamente, apresentando anemia somente na concentracdo mais alta
(JOHANSSON-SJOBECK e LARSSON, 1979). Segundo os autores a enzima
possui grande capacidade de reserva, ja4 que as suas funcées normais
(hematopoiese em nivel sistémico) sao possivels apenas com 25% de sua
capacidade catalitica normal.

Isso demonstra a importancia da enzima nos organismos, o que também
esta implicito no fato de sua estrutura ter sido bem conservada no processo
evolutivo, ja que integra sistemas imprescindiveis na célula eucaridtica ou em
bactérias aerdbicas.

Desta ampla e crucial ocorréncia tém-se que sua atividade deva ser
utilizada como biomarcador sensivel em programas de biomonitoramento. Nesse
ambito, a inibicdo da &-ALAd eritrocitaria mostra-se como um eficiente

biomarcador de efeito para danos oxidativos em sistemas hematoldgicos (ou
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outros tecidos e processos celulares), como pode-se deduzir a partir de:
MONTEIRO et al. (1985), STOHS e BAGCHI (1995), DEMASI et al. (1996),
FARINA et al. (2003), GURER-ORHAN, SABYR e OZGUNES (2004),
PEROTTONI et al. (2004a, 2004b), CESTARI et al. (2004).

Outrossim, a atividade da 8-ALAd serviu como biomarcador de exposicido a
metais pesados divalentes e suas fontes, como em JOHANSSON-SJOBECK e
LARSSON (1979), MARTIN e BLACK (1996, 1998), BURDEN, SANDHEINRICH
e CALDWELL (1998), OGUNSEITAN, YANG e ERICSON (2000), CAMPANA,
SARASQUETE e BLASCO (2003).

Os parametros hematolégicos aferidos com o sangue de Hoplias
malabaricus nao apresentaram alteracbées relacionadas com as exposi¢does ao
Pb**, quando este grupo foi comparado com seu controle. Contudo todos os
parametros aferidos, exceto MCH, apresentaram diferenca significativa entre o
grupo tratado com H3C-Hg* e seu grupo controle.

Os valores de Ht observados em sangue de Hoplias malabaricus nos grupos
controles (25,33% e 23,33%) aproximam-se de outros, relatados para espécies de
peixes tropicais como Ictalurus punctatus (23,9%; LIM et al., 2000) e Colossoma
macropomum (20-23%; AFFONSO et al., 2002); mas sao distintos daqueles de
outras espécies como Oncorhynchus mykiss (35,6%; MATTSSON et al., 2001) e
Rhandia quelen (35,3%; LERMEN et al., 2004).

Para Hoplias malabaricus da bacia do rio Mogi-Guagu, Sao Carlos (SP),
RIOS, KALININ e RANTIN (2002) e RIOS et al. (2005) encontraram valores de
RBC (= 2.106 células por ul ou mm?3) e de Ht (= 26,5%), proximos daqueles aqui
aferidos nos animais controles.

Metais pesados divalentes, como o Pb**, o Cd** ou o Hg**, causam anemia
em peixes expostos por longos periodos (HEATH, 1995), ou a redugao do Ht de
peixes expostos ao Cr** de forma aguda (LOHNER et al., 2001); este dltimo
fenomeno também foi observado por MATTSSON et al. (2001) em Oncorhynchus
mykiss sob efeitos de restrigoes na dieta e exposicao a efluentes organicos de uma

fabrica de papel.
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Para Barbus conchonius foi constatada a reducéo de 12—-31% nos valores de
RBC, Ht, [HB] e MCV, apoés exposi¢cao hidrica a 47 ug Pb**.I'! por até 60 dias
(TEWARI; GILL; PANT, 1987). Esta reducdao nao foi observada para Hoplias
malabaricus no presente estudo. Por outro lado, para a exposicao tréfica ao HsC-
Hg* (em dose bem inferior que a usada para o Pb**) observou-se apés 70 dias um
aumento nos valores de RBC, [HB], Ht, MCV, Lk, e Nt.

O aumento em RBC, [HB] e Ht esta relacionado a exposicdo aguda de
Prochilodus scrofa (curimbatda) ao CuSQO4, e os valores normais s6 foram
reestabelecidos apds o sétimo dia de transferéncia dos animais para agua livre de
cobre (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002).

Os resultados observados aqui para o HsC-Hg* estdao de acordo com
CHOWDHURY, McDONALD e WOOD (2004), que mencionam que um acréscimo
em [HB] e Ht esta relacionado com um aumento da capacidade de transporte de
O2, quando ocorrem danos nas trocas gasosas em tecidos, durante hipoxia e
exposigoes cronicas ou agudas a metais em solucao (Cd**, Zn*+, Cu*, Al** e Ni*).
MASSARO (1974) relatou que o HsC-Hg* pode se ligar de forma reversivel com as
sulfidrilas (—SH) da HB de eritrécitos de truta e que isso esta relacionado ao
transporte de Oo.

Um aumento em RBC, como aqui observado para a exposicao ao HsC-Hg",
geralmente esta correlacionado a um aumento em [HB] e Ht (HEATH, 1995), e de
acordo com AFFONSO et al. (2002), o acréscimo em valores de RBC sugere um
aumento na capacidade de transporte de Oz pelo sangue.

Valores de RBC de peixes também podem ser afetados por outros
poluentes, como em Oncorhynchus mykiss apds exposicdo aguda ao aluminio
(ALLIN e WILSON, 2000) e em Labeo rohita, apds exposicao a teores subletais de
cipermetrina e carbofurano (ADHIKARI et al., 2004). Em adi¢gao, CHOWDHURY,
McDONALD e WOOD (2004) discutem que outros mecanismos de toxicidade
podem estar associados com a capacidade de transporte de Oz, como no caso em
que o Cd**, apds exposicao trofica de Oncorhynchus mykiss, interage com

hemoproteinas em células que desencadelam a expressdao do hormonio
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eritropoetina, uma precursora da producao de eritrécitos e hemoglobina durante
deficiéncia de Og (hipoxia).

Um outro mecanismo possivelmente envolvido seria a inibi¢cao da absorcao
de ferro a partir do intestino causada pelo Cd** (HEATH, 1995) e a conseguinte
desregulacdo do metabolismo desse metal, encurtando o tempo de vida dos
eritrécitos (LIU et al., 1999), atrasando a maturacgao dos eritrocitos, ou causando
o colapso dessas células (HOUSTON et al., 1993), por aumentar a fluidez de suas
membranas causando lise, o que foi atribuido a peroxidacao lipidica no sangue de
peixes (PALECE; MAJEWSKI; KLAVERKAMP, 1993).

De fato o acréscimo nos valores de RBC, [HB] e Ht, aqui encontrados para o
grupo exposto ao HsC-Hg*, acompanhou a inibi¢do consistente da atividade da 6-
ALAd eritrocitaria de Hoplias malabaricus (55,51% sobre a atividade controle;
ver 1.4), indicando a presenca do organometal no sangue dos animais expostos.
Ressalta-se que a sintese do grupo HEME em tecidos hematopoiéticos é essencial
para o transporte de Oz pela HB no sangue. O comprometimento desse tipo de
organizac¢do tecidual, nas trairas que ingeriram HsC-Hg*, parece ter sido
contornado por adaptacgées fisioldégicas que permitiram a sobrevida do animal.

Apos 30 dias de jejum experimental de Hoplias malabaricus, RIOS et al.
(2005) relatam um decréscimo em eritropoiese evidenciado pela reducdo na
contagem de eritroblastos. Apos 150—240 dias isso se refletiu no decréscimo dos
valores de Ht, e apds 240 dias, no decréscimo dos valores de RBC. Os valores
normais desses parametros nao foram recuperados com a realimentacdo, apos
240 dias de jejum. Durante 60-150 dias de jejum houve um acréscimo de [HB],
que logo depois (180 dias) refletiu-se num aumento de MCH e MCHC, o que pode
ser explicado com a manutencao do volume médio dos eritrocitos (MCV).

De outra forma, o aumento no tamanho dos eritrécitos (MCV), nas
amostras de sangue do grupo aqui exposto ao HsC-Hg*, sugere a presenca de um
grande numero de células com tamanho e “idade” avancgadas, como descrito por
HARDIG e HOGLUND (1983). Como a quantidade média de hemoglobina por
célula (MCH) néo sofreu acréscimo, houve uma “diluicao” da concentracido média

de hemoglobina por célula (decréscimo no valor médio de MCHC), acompanhada
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de um aumento na concentracao média de HB no sangue total. Isso demonstra
que no momento em que as amostras de sangue foram coletadas (apds 70 dias de
exposicdo) a taxa de eritropoiese estava comprometida (decréscimo). Contudo
observou-se um aumento na contagem de eritrécitos (RBC), aqui atribuido a nao
disting¢ao, na ocasiao da contagem, entre eritroblastos e eritrocitos maduros.

Portanto ha fortes evidéncias de que o H3C-Hg* tenha causado alteragoes
na atividade hematopoiética e no mecanismo de renovacdo do estoque de
eritrécitos em circulacio de Hoplias malabaricus, apés 70 dias de exposicao pela
dieta. Essa resposta fisioldgica ndo ocorreu para os animais expostos ao Pb**, pois
embora tenha sido neles constatada a inibicdo da 6-ALAd eritrocitaria, nao houve
acréscimo em valores de RBC, [HB] e Ht. Isso sugere que mecanismos adicionais
estejam envolvidos com o efeito toxico do HsC-Hg* em Hoplias malabaricus.

Por outro lado ha evidéncias histopatoléogicas e ultra-estruturais
encontradas pelo Laboratério de Toxicologia Celular (SCB-UFPR), que reportam
danos causados pelo Pb** em rim anterior e figado (6rgdos hematopoiéticos em
peixes) de Hoplias malabaricus (ALVES COSTA, 2001; RABITTO et al., 2005).

Em vista desses fatos pode-se inferir que a espécie Hoplias malabaricus é
bastante resistente a condi¢ées adversas, podendo contornar situagoes de estresse
ambiental com adaptacoes fisiolégicas. A persisténcia na ocorréncia de populacoes
de trairas em locais reconhecidamente contaminados por Pb**, contribui a tal
deducao, como pode ser observado no Alto Vale do rio Ribeira (SP/PR), onde
durante 4 décadas o rejeito de beneficiamento (concentracido por flotacdo) do
minério de chumbo fol despejado diretamente no sistema de drenagem da bacia
(MORAES, 1997).

Sabe-se que alteragdes nos valores da contagem diferencial de leucdcitos
(Lk) apds exposi¢coes a poluentes podem estar associadas a um decréscimo em
imunidade ndo especifica de peixes. Como efeito do HsC-Hg*, observou-se o
aumento consistente no valor de Lk, quando comparado ao grupo controle; e
numa comparacao paralela, quando frente ao resultado obtido em relacdo ao Pb**

(ver tab. 1).
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Segundo GILL e PANT (1987), SINGH e REDDY (1990), e WEDEMEYER,
BARTON e MCLEAY (1990) este resultado é reconhecido como um sensivel
indicador de estresse em peixes, o que também foi constatado por ADHIKARI et
al. (2004) em Labeo rohita expostos a pesticidas e por CHOWDHURY,
McDONALD e WOOD (2004) em Oncorhynchus mikiss expostos ao Cd** de forma
cronica.

Ressalta-se, contudo que os valores de Lk entre os animais controles das
duas regides de origem de Hoplias malabaricus sdo muito diferentes, o que nao
permite uma comparacao direta (com os dados absolutos) e concomitante para o
efeito dos dois xenobiéticos. De fato a Lk é uma variavel susceptivel a diferentes
padroes patologicos encontrados em peixes de diferentes regioes (HEATH, 1995).

Considera-se aqui que o acréscimo em Lk causado pelo H3C-Hg* em
Hoplias malabaricus caracteriza uma imuno-estimulacao, esta relacionada com a
ocorréncia de danos teciduais como necroses, relatadas em diferente tecidos de
trairas expostas ao HsC-Hg* (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002a). Por outro lado,
a imunossupressio foi observada em Astyanax bimaculatus expostos ao tributil-
estanho (TBT) apdés doses similares administradas por via intraperitoneal
(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002b), mas nao foi observada em Hoplias
malabaricus apds exposicao trofica ao TBT (RABITTO et al., 2005).

De acordo com WEDEMEYER, BARTON e MCLEAY (1990), a supressao do
sistema imunoldgico aumenta a susceptibilidade de peixes a patdgenos, um
aspecto importante quando se considera a presenca de metals pesados em

ecossistemas aquaticos.
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II.1 INTRODUCAO

A metalotioneina (MT) é uma estrutura polipeptidica pequena (cerca de 6 a
7 kDa ou ~ 60 aminoacidos) com nenhum aminoacido aromatico ou heterociclico e
com 1/3 desses residuos representado por cisteinas ( ~ 30), dai sua composicao
marcadamente tidlica, o que faz da estrutura um forte ligante de metais pesados:
7 atomos-grama de metal per mol de MT (VALLEE, 1991). Sua expressao celular
¢ induzivel por cadmio, cobre, zinco, mercurio, cobalto, bismuto, niquel e prata
(MELANCON, 1995) e por metabdlitos nao metalicos como glicocorticoides,
glucagon, interleucina 1, catecolaminas, progesterona, estrogenos, etanol,
interferon e espécies reativas de oxigénio, como relatado por VALLEE (1991),
KAGI (1991), VASAK e HASLER (2000).

Dentre os processos celulares e fisiolégicos em que a MT esta envolvida,
destacam-se: regulacdo do metabolismo de zinco e cobre (influxo, distribuicio,
estocagem e excrecdo); infecgoes e inflamacoes; estresses oxidativo e fisico; fome;
mobilizacdo de zinco como componente integral para a sintese de enzimas e
proteinas; apoptose; crescimento neuronal; “imobilizacdo” citosélica de metais
pesados e aumento da tolerancia fisiologica aos mesmos. Para uma ampla
abordagem acerca dessas informacoes sobre as MTs, ver VALLEE (1991),
TEMPLETON e CHERIAN (1991), BREMNER (1991), MCDONALD e WOOD
(1993), HEATH (1995), VASAK e HASLER (2000).

Desde a descoberta das MTs (fim da década de 50) consideraveis avancos
no conhecimento relativo ao isolamento, purificacdo, caracterizacido molecular,
seqienciamento de aminoacidos (e genes relacionados) e regulacdo de sua
expressao na célula tém sido obtidos: cerca de 200 seqiiéncias de aminoacidos
distintas sdo atribuidas a MT de diferentes espécies (VALLEE, 1991; VASAK e
HASLER, 2000). Nesse ambito, grande parte dos métodos usados para o estudo
das MTs, induzida por metais exdgenos, sdo mais caros e demorados que 0s
métodos que envolvem a quantificacdo dos metais em si (MELANCON, 1995) ou a
avaliacao dos efeitos desses metais em outras instancias do organismo, sem o

objetivo da caracteriza¢do molecular.
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O desenvolvimento de métodos indiretos para quantificacdo de MT em
tecidos forneceu uma ferramenta util ao emprego de sua expressao celular como
biomarcador de exposicoes a metais pesados. Tais métodos valem-se de
propriedades intrinsecas da molécula de MT, como a afinidade a metais e
estabilidade em altas temperaturas: saturacdo com a prata (SCHEUHAMMER e
CHERIAN, 1991); ensaio de afinidade de Cd-hemoglobina com quantificagio
diferencial do 1°9Cd excedente, nao ligado as MTs (EATON e CHERIAN, 1991) e
ensaios fotométricos que quantificam grupos —SH nas amostras (VIARENGO et
al., 1997, 2000), entre outras possiveis variacoes.

O merctario inorganico tem grande afinidade a MT e substitui o cobre, o
zinco ou o cadmio complexados a molécula (VALLEE, 1991). Em um salmonideo a
exposicao cronica ao HgClz pode diminuir a concentracao normal de cobre e zinco
em tecidos; o metilmercirio aparentemente nao se liga as MTs de peixes, mas
pode fazé-lo com outros componentes celulares de natureza protéica (HEATH,
1995). O cadmio induz a transcrigao do RNAL de MT em Lithognathus mormyrus
(TOM et al., 1999). Da mesma forma o cobre pode induzir a producdao de MT
hepatica em bagres (SCHLENK; DAVIS; GRIFFIN, 1999). O chumbo parece nao
induzir a produgdao de MT em peixes (HEATH, 1995) embora o faca em ratos
(acetato de chumbo) (TEMPLETON e CHERIAN, 1991).

O objetivo do trabalho apresentado neste capitulo é a padronizacao do
método de VIARENGO et al. (1997), pois esse foi aqui modificado, para a
quantificacao indireta das MTs em tecidos de Hoplias malabaricus. O intuito com
tal método é corroborar o emprego de uma resposta biolégica (expressao das MTs
em tecidos) como biomarcador efetivo para exposi¢oes subletais e subcronicas por
via tréfica. Nesse caso foi testado o H3C-Hg*, como agente indutor ou supressor

da expressao das MT's no figado e em branquias.
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I1.2 MATERIAIS E METODOS

I1.2.1 BIOENSAIO

Dezoito espécimes de Hoplias malabaricus (traira) do bioensaio descrito na
secao 1.2.1.1 foram utilizados. Nove trairas foram contaminadas com HsC-Hg* e
nove serviram de controle. Amostras de figado (lobo esquerdo posterior) e do

segundo arco branquial foram excisadas e mantidas a —75°C até as analises.

11.2.2 QUANTIFICACAO INDIRETA DE MTs

Para a quantificacao da MT foi1 utilizado o método proposto por
VIARENGO et al. (1997) para tecidos de moluscos, adaptado para tecidos de
peixes. Este método consiste no monitoramento fotométrico da reacdo de
ELLMAN et al. (1961), ocorrida entre as sulfidrilas das MTs e o DTNB. As MTs
sao purificadas numa extracdo fracionada a partir do sobrenadante do
homogenato tecidual, que apds tratado com etanol e cloroférmio sofre adicao de
HCI para precipitacdo das proteinas. O precipitado é entao centrifugado e lavado
para remocao de moléculas de baixa massa que contenham sulfidrilas (-SH):

a) endogenas: cisteinas livres, GSH;

b) exbégenas: B-mercapto-etanol acrescentado como agente redutor na

homogeneizacao.

O método é indireto, pois obtém a concentragao de grupamentos sulfidrila
(=SH) nos tecidos, ao invés de aferir a quantidade absoluta de MTs presente nas
amostras.

As alteracées aqui realizadas no método proposto por VIARENGO et al.
(1997) foram:

a) adaptacio para leitura fotométrica em microplacas de 96 pocos (o autor

utiliza leitura em cubetas), para tal foi calculado um fator de correcao
da quantidade de —SH (nmol) na leitura (microplaca), em relacdo ao

volume em que ocorreu a reac¢ao de cor (4,5 ml):
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— para figado: nmol —SH =V (1) X (4500 + 200) X [-SH] (mol.I-1) x 109
— para branquia: nmol —-SH =V (I) X (4500 + 300) X [-SH] (mol.l-}) x 109

b) os resultados foram expressos em quantidade (nmol) de —SH por
unidade de massa de tecido (g), sendo que tal valor de massa foi
corrigido em relacdo as diluigées do homogenato inicial de branquias
(2,3%, vlv), e de figado (2,9%, v/v), e em relacao a massa especifica (d)
de cada amostra de tecido:

— massa final para branquias:

mr (g) = massa inicial da amostra (g) x 0,023 X d (g.ml1);
— massa final para figado:

mr (g) = massa inicial da amostra (g) x 0,029 X d (g.ml1);

c¢) a diminuicdo na forca centrifuga aplicada ao homogenato, para
obtencao do sobrenadante com MTs (de 30.000xg para 21.460Xg), mas
com um aumento no tempo de centrifugacio (de 20 para 30 min.);

d) a substituicdo do filtro de leitura (412 nm) por um de 405 nm
(disponivel no fotometro Tecan Sunshine®); tal substituicdo, segundo
dados obtidos de VIARENGO et al. (1997), nao altera os resultados de
absorbancia;

e) a secagem do ultimo precipitado (pellet) obtido (contendo MTSs) foi sobre
a bancada, com auxilio de papel filtro, e ndo com fluxo de gas Nsa, como
no método original.

Para a quantificacdo das amostras por interpolacio, o método utiliza uma
curva padrao de concentragées de glutationa ([GSH]) como referéncia (com
regressao linear significativa: r2 > 0,95). Essa curva foi obtida durante e para
cada ensaio bioquimico, tendo as mesmas variantes experimentais das amostras.

O apéndice 1 compila numa planilha todos os procedimentos do método

empregado, bem como as concentragoes e volumes utilizados.
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11.2.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados empregou o programa Prism® v. 3.0,

sendo utilizado o teste ¢, com um nivel critico de significancia de 5%.

II.3 RESULTADOS

Nao houve diferenca significativa entre as médias das quantidades de MT's
aferidas nas amostras de figado e branquias, entre os grupos tratado (HsC-Hg") e
controle (figs. 5 e 7). De fato a variacao dos resultados foi alta, com a sobreposicao
dos erros padroes nas amostras de figado, e com alto coeficiente de variacao: 74%
em figado e 45% em branquias. Nao houve a possibilidade de discriminacao dos
animais tratados, dos controles.

As amostras de figado apresentaram uma massa especifica média de 0,84
g.ml! (com desvio padrao de 0,08 g.ml1); e as amostras de branquia se igualaram

a densidade da agua (com desvio padrao desprezivel).
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GRAFICO 4 - CURVA PADRAO (REGRESSAO LINEAR) DE CONCENTRACOES DE
GLUTATIONA ([GSH]) USADA COMO REFERENCIA NA QUANTIFICACAO
DAS AMOSTRAS DE FIGADO DE HOPLIAS MALABARICUS, POR INTERPOLACAO
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FONTE: O autor

NOTAS: Concentragées finais de glutationa ([GSH]) diluida em EDTA a 2 mM e HC1 0,5 N.
O fotometro considera o padrio de [GSH] = 0 como branco.
O volume final de leitura foi de 200 pl.
Y =(0,56794).X — 1,381; r2 = 0,9982

GRAFICO 5 - TEORES TECIDUAIS DE SULFIDRILA (nmol de —SH) POR UNIDADE DE
MASSA DA AMOSTRA DE FiGADO (¢) DE HOPLIAS MALABARICUS EM
INDIVIDUOS EXPOSTOS A 75 ng HsC-Hg*.g! DE BIOMASSA, POR 70 DIAS
(14 DOSES)
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FONTE: O autor
NOTAS: n = 8 animais por grupo.
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GRAFICO 6 — CURVA PADRAO (REGRESSAO LINEAR) DE CONCENTRACOES DE
GLUTATIONA ([GSH]) USADA COMO REFERENCIA NA QUANTIFICACAO
DAS AMOSTRAS DE BRANQUIAS DE HOPLIAS MALABARICUS, POR
INTERPOLACAO
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NOTAS: Concentragées finais de glutationa ([GSH]) diluida em EDTA a 2 mM e HC1 0,5 N.
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I1.4 DISCUSSAO

O método utilizado por VIARENGO et al. (1997), é um método indireto,
pois quantifica sulfidrilas (—SH) da amostra e ndo a quantidade absoluta de MTs.
Contudo os pesquisadores ressaltam que o método se mostra eficaz quando da
comparacgao entre grupos experimentais, na tentativa de discriminac¢ido da
situacao controle, daquela dos tratamentos ou exposi¢oes. Fundamentam que
pelo fato de a MT ser rica em cisteinas (e portanto em sulfidrilas), uma alteracao
na sua expressao em certos tecidos pode ser detectada. De fato, no programa de
biomonitoramento da costa do Mediterraneo (MED POL), VIARENGO et al.
(2000) promoveram uma adaptacio (simplificacdo) e a validacdo do método
empregado em 1997, demonstrando que oito laboratorios que dispuseram do
método para as mesmas amostras, puderam diferenciar de forma eficaz os grupos
controles dos tratados.

O método proposto por VIARENGO et al. (1997) foi utilizado por
CAMPANA, SARASQUETE e BLASCO (2003) para a MT de Halobatrachus
didactylus, nos quais houve a inducao da sintese de MT em figado, sete dias apds
a injecao unica (dose intraperitoneal) de 1 ng Pb**.g-1 de biomassa. A inducao néo
foi considerada uma resposta imediata do organismo, mas sim dependente do
acumulo do metal no figado. Para os teores “normais” de MT hepatica (situacao
controle) eles relatam valores de ~ 4-11 mmol MT. g1 tecido (p. u.), com alta
variacdo durante os 7 dias de exposi¢do. Supondo segundo os proprios autores,
uma relacdo de 1 mmol MT = 20 mmol GSH, seus resultados equivaleriam aqui a
uma variac¢ao de =~ 80.000—-220.000 umol —SH. g! tecido, valores muito superiores
ao aqui relatado para o figado (média de 0,265 umol —SH. g'! tecido), dos controles
de Hoplias malabaricus.

De outra forma, utilizando Mullus barbatus como espécie bioindicadora
num estudo no mar da Liguria (a0 N da Coérsega), REGOLI et al. (2002),
empregando o método de VIARENGO et al. (1997) relatam valores de MT
hepatica préximos ao aqui encontrado (= 600 nmol —SH. g-! tecido). Ao identificar

variagoes nao significativas, quando esses valores foram comparados em quatro
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areas amostradas durante 1998-2000, os pesquisadores sugerem que isso reflete
uma baixa inducdo da MT hepatica como resposta bioldogica em condigoes de
campo, onde variacoes naturais podem minimizar o efeito de contaminantes
ambientais para esse parametro.

De fato, segundo TOM et al. (1999), a quantidade de RNA,, da MT hepatica
de Lithognathus mormyrus sofre alteragées de acordo com a temperatura da agua
e com flutuagdes nas concentragoes de metal em aguas impactadas, também no
mediterraneo.

Assim comparacoes entre teores de MTs tecidual entre espécies diferentes,
ou até entre populacoes alopatricas da mesma espécie, devem ser precedidas de
estudos que demonstrem a inducao da expressao das MTs, frente a diferentes
condicoes do meio, sejam elas controladas experimentalmente em laboratério, ou
condi¢ées ambientais in loco. Neste caso, um histérico que leve em conta as
variacoes sazonais de parametros fisico-quimicos do meio deve ser reportado.
Contudo, métodos diferentes empregados na quantificacdo das MTs podem levar
a uma incongruéncia na comparacio de resultados obtidos. Considera-se aqui
este fato como um interveniente discutido a seguir.

ERK et al. (2002), fazendo uma comparacdo entre varios métodos de
purificacao da MT, concluiu que o método proposto por VIARENGO et al. (1997),
dispondo de etanol e cloroférmio como solventes, causa uma reduciao drastica na
quantidade de uma das isoformas da MT de Mpytilus galloprovincialis, quando
comparado a outros métodos, o que interfere na quantificacdo da MT por método
eletroquimico.

Duas fragoes distintas de sobrenadante do homogenato tecidual foram
utilizadas por VIARENGO et al. (1997) para a purificacdo com os solventes: uma
obtida a 100.000xg, correspondente a fracdo citosédlica (coeficiente de
sedimentacdo de 50 S na ultracentrifuga) e outra obtida 30.000xg. Esta ultima
serviu para a apresentacdo dos resultados pelos autores que, embora néao
demonstrem, afirmam que a fracao 50 S “pode ser usada alternativamente sem

diferencas significativas nos resultados”.
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A centrifugacgao aqui utilizada (21.460xg, 30 min., 4°C) esteve restrita ao
equipamento disponivel e eliminou do sobrenadante as mitocondrias, lisossomos e
peroxissomos. Contudo, no sobrenadante de homogenatos teciduais nessas
condi¢ées, microssomos e outras pequenas vesiculas permanecem. No caso do
figado, a maior parte dessas vesiculas é oriunda do reticulo endoplasmatico liso.
O conteudo desses compartimentos subcelulares pode ter alterado a resposta aqui
obtida, ja que o interior de vesiculas é distinto do citosol, onde um ambiente
redutor mantém a condicdo reduzida das sulfidrilas (—SH). Além disso, uma
distribui¢do nao uniforme da expressido das MTs ao longo do figado (fusiforme em
muitos peixes) pode gerar resultados com grande coeficiente de variacio. Sugere-
se a utilizacdo do 6rgao inteiro, o que é facil para pequenos peixes, mas nao foi
possivel para Hoplias malabaricus.No presente trabalho, o método de
VIARENGO et al. (1997) modificado nao possibilitou a discrimina¢ao dos animais
tratados, dos controles. Um ou mais dos intervenientes abaixo relacionados
podem ter sido a causa:

a) VIARENGO et al. (1997) se utilizam de tecidos de moluscos (branquias

e glandulas digestivas) e aqui foram usados branquias e figado de
peixes;

b) uma os mais das modificagoes descritas em II.2.2 podem ter gerado

valores superestimados ou subestimados;

c¢) o método é indireto, pois quantifica —SH, e ndo a molécula de MT; deve-

se considerar que outras moléculas que possuam —SH podem produzir
resultados superestimados.

As amostras de branquias de Hoplias malabaricus apresentaram maiores
valores de quantidade de —SH tecidual na situacio controle (313,23 nmol —SH . g
1 de tecido, p.u.), do que as de figado-controle (265,55 nmol —SH . g1 de tecido,
p.u.). A menor densidade desse tecido em relacio aquele nao foi a razdo, ja a que
massa final foi corrigida pela densidade do tecido, e assume-se que realmente as

branquias de Hoplias malabaricus possuem mais grupos —SH do que o figado.
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III.1 INTRODUCAO

II1.1.1 EXPRESSAO DA VTG COMO BIOMARCADOR MOLECULAR

A vitelogenina (VI'G) é uma glico-fosfo-lipoproteina de alta massa
molecular (de 170 a 200 kDa, dependendo da espécie) sintetizada em hepatocitos
sob controle multi-hormonal: a transcri¢cdo de seu RNAn é ativada por estrogenos,
principalmente o 17B-estradiol (E2). A VTG é o principal constituinte do vitelo de
vertebrados oviparos e é liberada no sangue ou no meio de cultivo in vitro por
exocitose dos hepatdcitos. A sintese de VT'G é essencial para a continuidade fisica
da populacido natural de uma dada espécie ovipara. Para uma abordagem mais
ampla acerca da producao de VTG, relacionada a outros biomarcadores e ao
sistema neuro-enddcrino de peixes (ver fig. 1, secdo 4).

A literatura cientifica é extensa, quando esta relacionada a estudos com a
VTG de vertebrados, e principalmente com a expressao da VI'G de peixes, esta
utilizada como resposta biolégica para exposi¢do a substancias que sao
desreguladoras endodcrinas. De fato, na ultima década a expressdao da VTG por
hepatdécitos, ou a supressido da mesma, tém sido amplamente empregadas em
varias espécies de peixes como indicadores de efeitos estrogénicos em machos e
jovens, ou anti-estrogénicos em fémeas. Alguns relatos com o uso da expressao da
VTG de peixes como resposta biomarcadora, in vivo ou in vitro (cultivo primario
de hepatocitos), podem ser encontrados em PELISSERO et al. (1993); LAZIER et
al. (1996); MUGIYA e TANAHASHI (1998); MOSCONTI et al. (1998); KIME
(1999); SMEETS et al. (1999); MELLANEN et al. (1999); HWANG, NAGAWA e
MUGIYA (2000); KORDES, RIEBER e GUTZEIT (2002); LATONNELLE et al.
(2002); OOST, BEYER e VERMEULEN (2003); RADICE et al. (2004); SPANO et
al. (2004); ZHONG et al. (2005).

A sequéncia de aminoacidos (aa) da VTG de peixes e de outros vertebrados
¢ considerada bem conservada entre distintas categorias taxonomicas e no
decorrer do tempo evolutivo. Treze seqiiéncias completas de aa da VTG de 7

espécies de peixes (em algumas espécies ha duas isoformas de VT'G seqiienciadas)
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foram escolhidas entre 27 sequéncias de aa da VT'G de TELEOSTEI, encontradas on
line no National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2006).

Dispondo dos programas BioEdit v.5.0.9 (HALL, 2001) e ClustalW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) as 13 seqiiéncias encontradas foram
alinhadas em consenso, demonstrando uma média de 56,8% de similaridade,
duas a duas. Tais seqiiéncias demonstraram um numero médio de 1713 aa
(desvio padriao de 50 aa), correspondentes a uma massa molecular média de
187,95 kDa (desvio padrao de 5,15 kDa).

Essas caracteristicas determinam uma grande probabilidade de que as
distintas sequéncias polipeptidicas de VTG, encontradas em diferentes espécies
de teledsteos, possuam epitopos similares, quando da imunizacao de animais com
a VTG antigénica (imundgeno) para producdo de anticorpos policlonais contra a
VTG de peixes. De fato, PETERS et al. (2001) e MONCAUT, NOSTRO e
MAGGESE (2003) realizaram estudos que levam em conta o principio da imuno-
reacao cruzada para a deteccdo e quantificacdo da VT'G de peixes.

Varios métodos ja foram desenvolvidos para a quantificacido (absoluta ou
relativa) da VI'G de peixes, e tais métodos foram utilizados apds a exposicao
desses animais a substancias potencialmente desreguladoras endécrinas. Aqui
optou-se pela producdo de anticorpos policlonais contra a VTG de Hoplias
malabaricus, bem como pela aquisicao de anticorpos policlonais comercialmente
disponiveis (Laboratérios Biosense®, Noruega) contra a VI'G de outras espécies
de peixes. Também foi realizado um estudo da inducio (in vivo e in vitro) da
expressao da VI'G de Hoplias malabaricus por agentes quimicos com reconhecida
acao estrogénica, e anti-estrogénica. Em adicdo, os efeitos do Pb** sobre a
producéo da proteina in vivo foram investigados.

A proxima secao trata de consideracoes tedricas que visam implementar,
através do emprego de modelos matematicos, os métodos de quantificacdo ja
existentes para VTG, em relagcdo ao tamanho da amostra e ao “ambiente” ou

condicao laboratorial (tratamento) a partir da qual ela péde ser obtida.
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I11.1.2 INDICE VITELOGENICO

Indice vitelogénico (Iyrg¢) € uma concepcao tedrica que considera, numa
unidade de tempo e numa unidade de espaco pré-estabelecidos, a producao de
VTG como uma resposta bioldgica frente a condigdes extrinsecas a unidade de
producdo (tratamento experimental ou condi¢gbes ambientais), bem como
relaciona tal resposta com a magnitude prépria (tamanho da amostra) do
conjunto (classe) determinado parcialmente pelas condi¢ées extrinsecas
supracitadas. Assim, o Iyr¢ pode comparar o “quanto” de VTG esta sendo
produzida (ou expressa, dependendo do método de quantificacdo) em um grupo de
organismos (populacdoes amostradas em campo), ou em um grupo experimental
(organismos ou tecidos tratados em laboratério). Como o Iyrc pode ser empregado
em dois niveis de organizagao biolégica distintos, a saber, “tecidual” (para ensaios
in vitro com cultivo primario de hepatodcitos) e “populacional” (com grupos de
individuos amostrados em campo, ou grupos experimentais para bioensaios),
quatro interpretagoes do modelo, ou equacgoes distintas, sao aqui apresentadas.

Ressalta-se que todo o mérito intelectual para a concepgao original do
modelo matemético encontra-se no “Indice de Atividade Reprodutiva” (IAR),
proposto por AGOSTINHO et al. (1991), que é um modelo ecolégico de nivel
populacional. Aqui, pretende-se apenas quatro novas interpretacoes e possiveis
aplicacées para o modelo. Sendo assim apresenta-se portanto, antes do Iyrg, a
equacao do IAR que lhe deu origem:

In N, x [(m; =2 m;)+ (m; = N;)] x (RGS; + RGS, )

IAR = x 100 (7
InN,x[(n,+Xn;)+1]

Onde:

a) Ni: numero de individuos na unidade amostral considerada (um valor
por area amostrada);

b) ni : nimeros de individuos em reproducdao nas unidades amostrais
consideradas (um valor por area amostrada);

¢) Nm: numero de individuos da maior unidade amostral,;
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d) nm : numero de individuos em reproducao na maior unidade
amostral;

e) RGS = (massa das gonadas X 100) ~ massa total do animal;

f) RGSi: RGS média dos individuos em reproduc¢ao na unidade amostral
i

g) RGSe : maior valor individual de RGS.

O TAR é um modelo que permite a interpretacdo quantitativa do
“panorama reprodutivo” de uma populacio de peixes fémeas, amostrada em seu
ambiente natural. O IAR considera o “tamanho” da populacdo de fémeas em
questao (ha um valor de IAR para cada populacao amostrada), em relacdo ao
“tamanho” da populacio de referéncia, esta sendo a maior populag¢ido da analise,
da qual se pressupoe a “maxima” atividade reprodutiva, expressa pela unidade
(nm + Nm = 1) no denominador da equacdo (7). Uma amostragem padronizada,
com referencial de esfor¢co de captura (geralmente m?2 de rede de pesca por
unidade de tempo) é imprescindivel para a comparacao dos valores de IAR
obtidos no tempo e no espaco. Machos sio excluidos da analise, ja que seu valor
numeérico de relacdo gonado-somatica (RGS = 1) néo contribui para o indice.

Da equacao (7), para o estabelecimento do Iyr¢ nas quatro interpretacoes
que seguem, a alteracdo comum é a substituicdo do valor biométrico individual
(RGS) pela quantificagao da VI'G em amostras biolégicas. Esta quantificagao
pode revelar valores proximos ao absoluto, com emprego de imunoensaios (pos-
transcricional); bem como demonstrar a condi¢ao pré-transcricional da expressao
de VTG (pela quantificacdo de seu RNAy); ou ainda quando relativa (métodos

indiretos) servir estritamente a comparacio de grupos experimentais.

II1.1.2.1 Iyrc para Populacoes Naturais

Aqui, o Iyr¢ tem interpretacao similar a do emprego do IAR, podendo ser

concebido segundo a seguinte equacao:
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ImMNx[(n+Xn)+(n+N)]x(VIG~+VTG,,, )
_ x 100  (8)
InN,. <[ (N, *2Xn)+1]

IVTG

Onde:

a) N : nimero de individuos na unidade amostral considerada (N de cada
grupo);

b) n : nimero de individuos que expressam vitelogenina (VTG[+]) na
unidade amostral considerada;

¢) Nmax : nimero de individuos na maior unidade amostral,

d) nmax : nimero de individuos VI'G[+] na maior unidade amostral;

e) VTG : quantidade média de VT'G na unidade amostral considerada;

f) VTGmax : maior valor individual de VTG.

Ressalta-se que a equacdo tem entrada binaria, ou seja: com vitelogenina
(VTGJ[+]), ou sem vitelogenina (VT'G[-]), esta geralmente quantificada no plasma.
Uma producao constitutiva de VT'G, detectavel pelo método de quantificacdo, em
machos ou animais jovens sexualmente imaturos, igualaria os valores de n = N e
de Nmax = Nmax.

Portanto o Iyrc representa a produgdo molecular de VI'G em populagoes
naturais (ha um valor de Iyr¢ para cada populacdo amostrada), em relacdo a
quantidade de individuos que expressam VTG (2n), e em relagido aos “tamanhos”
(N e Nmax) das amostras analisada e de referéncia (denominador), esta ultima
sendo a maior amostra da analise, da qual se pressupde a “maxima” atividade
reprodutiva, expressa pela unidade (nmax = Nmax = 1) no denominador da equacgao
(8). Pode-se considerar diferentes areas amostradas em campo, desde que uma
amostragem padronizada (com referencial de esforgo de captura) seja empregada
para a comparacao dos valores de Iyrg obtidos no tempo e no espaco.

A VTG é uma proteina expressa sob acdo hormonal por hepatodcitos de
fémeas em idade reprodutiva, principalmente durante os estagios de vitelogénese

e maturacao dos odcitos, quando ela é incorporada nessas células. Contudo sabe-
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se que peixes machos podem expressar a VI'G, quando expostos a substancias
com acao estrogénica.

Somado a 1sso tem-se que o tema “peixes”’, como categoria taxonomica é um
grupo filogeneticamente “nao natural” (sem ascendéncia tnica comum) que
apresenta todos os tipos de “estratégias” reprodutivas encontradas em
vertebrados. H4a pelo menos uma espécie amazonense que apresenta
partenogénese ou ginogénese (Poecilia formosa); ha todos os tipos de
hermafroditismo (espécies monodicas): o simultaneo (com autofecundagdao ou
fecundacdo cruzada), o seqiiencial (ou sucessivo) com alternancia seqliencial
(reversao sexual completa) apresentando casos de protandria ou protoginia; ha
espécies gonocoristicas (didicas), com ou sem dimorfismo sexual (que em peixes
seria melhor denominado como mais um tipo de polimorfismo populacional); e ha
casos de populacées onde ocorre a diandria: machos e fémeas gonocoristicos e
fémeas com hermafroditismo seqiiencial que dao origem a machos secundarios
(protoginia).

Frente a esse quadro, o emprego do Iy teria a vantagem, em relacao ao
IAR, de nao estar restrito a espécies gonocoristicas (didicas) e de fazer integrar a
populacao de machos (em casos de dioicia) na analise. Além disso o Ivrg seria util
em estudos onde se busca saber qual a “condi¢ao reprodutiva” de uma populacao,
frente a ambientes impactados por substancias que alterem o sistemas neuro-
enddécrino e reprodutivo integrados dos individuos. Tem assim uma ampla
utilidade na area da ecologia aplicada, como biomarcador para a “deteccao de
substancias desreguladoras endoécrinas”, relacionando respostas biologicas
individuais (producédo de VI'G em cada organismo) com o tamanho da amostra e
padronizando a comparacao de grupos experimentais amostrados em diferentes
areas de estudo (biomonitoramentos).

Dessa forma o Iyre reflete variaveis intervenientes no fluxo de energia e
matéria de um ecossistema, pois esta relacionado com a fecundidade e, por
conseguinte, com a “tabela de vida” de uma populacdo considerada. Contudo o
modelo atribui uma propriedade mensuravel (“condicdo reprodutiva”) a uma

populacao, a partir de um nivel inferior de organizag¢do biolégica (individuos
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1solados). KEssa ascendéncia de nivel organizacional (BUNGE, 1980),
correspondente ao aumento de complexidade do nivel individual (conjunto de
organismos) para o populacional (conjunto de populagdes ou amostras) deve ser

validada com a demonstrag¢ao empirica, o que torne exeqiiivel o emprego do Ivre.
II1.1.2.2 Iyrc para a Vitelogénese, com Fémeas como Controle Referencial (Ivraf)

Aqui, o Iyrer tem interpretacao similar a do emprego do Iy para populacées
naturais, explanado na secao anterior (IV.1.2.1). Contudo nao pode ser utilizado
para espécies de peixes que apresentem hermafroditismo simultaneo, ou seja,
espécies monodicas que apresentem os dols sexos no mesmo estagio de
desenvolvimento. Isso porque o grupo de referéncia (denominador) é composto por
fémeas (estando ou nao em idade reprodutiva) que servem como um grupo
controle para a vitelogénese considerada “normal” para uma espécie. O Iyrqr pode

ser concebido segundo a seguinte equacao:

InN [(n+=2Xn)+(n+=N)] VTG
bret = R, T = Zm)+ (0 =Np) ]« VTG,

x 100 (9)

Onde:

a) N : numero de individuos na unidade amostral considerada (N de cada
grupo);

b) n : nimero de individuos que expressam vitelogenina (VTG[+]) na
unidade amostral considerada;

c¢) Nr: numero de individuos do grupo controle (fémeas);

d) nr: namero de fémeas controles em reproducao, com VT G[+];

e) VTG : quantidade média de VT'G na unidade amostral considerada;

f) VT Gmax : maior valor individual de VTG.

Machos e fémeas integram o Iyrqt, contudo sao analisados em separado (ha
um valor de Ivrer para cada sexo, de cada uma das populagdes amostradas).

Portanto o Ivrer representa a produgao molecular de VI'G em populagoes naturais,
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em relacdo a quantidade de individuos que expressam VTG (2n), e em relacdo aos
“tamanhos” (N e Ny) das amostras analisada e de referéncia (controle de fémeas
no denominador), esta ultima sendo a amostra correspondente a condi¢do natural
de vitelogénese, da qual nao se pressupoe a “maxima” atividade reprodutiva: nf +
N¢ <1, pois em condi¢ées naturais ng < Nf.

Pode-se considerar diferentes areas amostradas em campo, desde que uma
amostragem padronizada (com referencial de esfor¢o de captura) seja empregada
para a comparacgao dos valores de Iyrgr obtidos no tempo e no espaco.

O Ivrer serve para a identificacao de:

a) efeitos estrogénicos em fémeas induzidas por xenoestrogenos (Ix > Iy);

b) efeitos anti-estrogénicos em fémeas maduras (Ix < Iy);

c) efeitos estrogénicos em grupos de machos ou jovens imaturos, dos quais
qualquer valor possivel de Ivrer indica producdo de VTG e portanto,
estrogenicidade.

Portanto o Iyrer pode ser usado como biomarcador para a “deteccao de
substancias desreguladoras endécrinas”, relacionando respostas biologicas
individuais (producédo de VI'G em cada organismo) com o tamanho da amostra e
com a condi¢cdo normal de vitelogénese, padronizando assim a comparacio de
grupos amostrados em diferentes areas de estudo (biomonitoramentos). E
também indicado para estudos sazonais da reproducio de espécies de peixes.

Uma variante do uso da equacao (9) seria seu emprego em condigoes
experimentais controladas (bioensaios), onde o grupo de referéncia (controle)
seria composto somente por fémeas maduras, em reproducio (vitelogénese).
Neste caso:

a) o modelo pressup6ée uma “alta” atividade reprodutiva para o grupo de

referéncia: nf+ Nr= 1 (nf = Ny);

b) para bioensaios, com algumas excecgoes, geralmente se trabalha com
grupos reduzidos, em relacdo as amostragens de campo; nesse caso a

transformacéao logaritmica ( In N e [n N¢) é prescindivel,
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c) o ideal para bioensaios é se trabalhar com grupos experimentais com o
mesmo tamanho, dai que N = N¢, podendo-se suprimir da equacao (9) o

fator In N = In N¢=1.

I11.1.2.3 Iyre para Bioensaios de Inducao Experimental da VT'G (Ivrce)

Ensaios in vivo com a inducéo experimental da expressao de VTG, por meio
de uma substancia com reconhecida acio estrogénica, servem como referéncia a
testes posteriores, para os potenciais (anti)estrogénicos de outras substancias, ou
seja, estrogénicos em machos e jovens, ou anti-estrogénicos em fémeas.
Usualmente se utiliza o 17B-E2 ou uma molécula derivada. Além disso, para o
estabelecimento de uma resposta bioldgica como biomarcadora, que possa ser
utilizada em monitoramentos ambientais, ela deve ser previamente demonstrada
com bioensaios e estudos in vitro que dispdoem da espécie em questao.

O Ivrce pode complementar o entendimento de parametros classicos de
farmacocinética, que indicam sensibilidade do organismo a uma substancia
exogena (como ECso, ou EDso) ou a poténcia dessa substancia (LOEC, LOED,

EC10, ou ED10). O Iyrce pode ser concebido segundo a seguinte equacao:

[(n+Xn)+(n=N)] VIG

x 100 (10)
[(Ng,=2n)+1] VTG

Iyrge =
max

Onde:

a) N :numero de individuos na unidade amostral considerada (N do grupo
ou tratamento);

b) n : nimero de individuos que expressam vitelogenina (VIT'G[+]) na
unidade amostral considerada (um valor por tratamento);

c¢) NEgz: nimero de individuos no grupo controle induzido (Ez[+]);

d) ng2: namero de individuos VI'G[+] do grupo Es[+]; NE2 = nEg2

g) VTG : quantidade média de VT'G no grupo ou tratamento;

€) VTGmax : maior valor individual de VTG.
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Ressalta-se que Ng2 = ng2, por isso ngz ndo figura na equacao (10), em
comparacio com as equacoes (8) e (9); a igualdade da-se pelo fato de todos os
animais induzidos apresentarem VTG expressa. O modelo considera a “maxima”
atividade reprodutiva do grupo induzido, situag¢ao que neste caso nao é arbitraria
como nas equacoes (7), (8) e (9). Isso esta expresso pela unidade (ng2 ~ Ng2 = 1) no
denominador da equacéao (10).

O principal emprego do Iyrce seria para a descoberta de substancias com
acao anti-estrogénica (bioensalos com administracdo concomitante do Ez) que
possam comprometer a reproducido de uma espécie considerada. O Iyrge
representa a producido molecular de VI'G em grupos controlados (bioensaios),
onde a resposta bioldgica individual (producao de VI'G em cada organismo) esta
relacionada com a quantidade de individuos que expressam VTG (Xn), e com os
“tamanhos” (N e Ng2) das amostras analisada e de referéncia (controle induzido
no denominador). Permite assim padronizar a comparacao de grupos controlados
em condicoes laboratoriais, ou in loco (bioensaios in situ). Ha um valor de Iyrce
para cada tratamento experimental.

Contudo ressalta-se que o Ivrce somente se faz Util para bioensaios com
espécies gonocoristicas (didicas) que apresentem dimorfismo sexual, ou que
permitam de alguma forma a diferenciacio entre os sexos, pois deve-se atribuir
dois valores de Ivrce para cada tratamento, um para cada sexo. Caso contrario, se
a composicao dos grupos nao for de 50% machos e 50% fémeas, o indice nao ira

representar uma situacao real de acao (anti)estrogénica.

I11.1.2.4 Iyrc para Ensaios in vitro de Estrogenicidade (Ivrgh)

Ensaios in vitro de estrogenicidade induzida, com a expressdo de VTG
como resposta (efeito), geralmente empregam o cultivo primario de hepatdcitos e
dispéem da exposicdo das células a substancias como o Es ou o 17a-etinil-
estradiol (EEz2). Eles servem como referéncia para testes posteriores, dos
potenciais (anti)estrogénicos de outras substancias. Além disso, para o

estabelecimento de uma resposta biolégica como biomarcadora, que possa ser
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utilizada em monitoramentos ambientais, deve-se conhecer previamente aspectos
e parametros que indiquem a sensibilidade de um tipo celular as substancias
exogenas (ECso) ou a poténcia dessas substancias (LOEC, ou ECio). O Iyreh pode
ser concebido segundo a seguinte equacao:

Inn [((n+Xn)+1] (VIG - VTG)

Iyren = x x x 100 (11)
VI ImNg,  [(Ngp=Zn)+1] VTG

max

Onde:

a) n : namero médio de células viaveis por unidade de cultivo (poco de
microplaca, laminula ou garrafa) no tratamento considerado;

b) NEg2 : nimero médio de células viaveis por unidade de cultivo no grupo
induzido (Ez[+]);

c) VTG : concentracdo ou quantidade de VTG aferida nas unidades de
cultivo do tratamento considerado;

d) VTGc : VTG aferida nas unidades de cultivo do grupo controle, sem

nenhum tratamento;

€) VTGmax : maior valor individual de VTG.

Ressalta-se que Ng2 = ng2 e que N = n, por isso ngz ¢ N nio figuram na
equacao (11). Essas igualdades dao-se pelo fato de que o modelo pressupde que a
expressao de VTG ocorre um todos os grupos ou tratamentos experimentais,
mesmo que seja uma producao basal do grupo controle, sem nenhum tratamento
(expressao constitutiva). Isso esta expresso pelas unidades (ng2 ~ Ngz2=1en + N=
= 1) no denominador e no numerador da equacao (11).

O principal emprego do Iyrch seria para a descoberta de substancias com
acao anti-estrogénica (ensaios com administracio concomitante do Es). O Iyreh
representa a produc¢ao molecular de VT'G por tratamento in vitro, onde a resposta
¢ a acao (anti)estrogénica e esta relacionada com a quantidade de células que
expressam VTG (Zn) em cada unidade de cultivo e com os “tamanhos” (n e Ng2)

das amostras analisada (tratamento) e de referéncia (controle induzido no
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denominador). Permite assim padronizar a comparacao de grupos controlados em
condicoes laboratoriais.

Usualmente em estudos de estrogenicidade utiliza-se também uma
substancia antagonista ao efeito estrogénico, como por exemplo, o citrato de
tamoxifeno (TMX). Métodos de citometria e afericao da viabilidade das células em
cultivo sdo utilizados na contagem de células, para que se possa dispor da
equacao (11) na determinacédo do Ivreh relativo a cada tratamento. Estes, para o
teste da acdo estrogénica de um xenobidtico (X), devem compor os seguintes
grupos sugeridos:

a) grupo controle: sem nenhum tratamento;

b) grupo controle do solvente (veiculo) dos tratamentos (geralmente etanol

ou DMSO);

c¢) Eoq: grupo induzido;

d) TMX: grupo controle de citotoxicidade ao TMX;

e) E.+TMX: grupo controle de agio anti-estrogénica;

f) X: grupo controle de citotoxicidade a X;

g) Eao+X: grupo teste de (anti)estrogenicidade de X;

h) X+TMX: grupo teste de citotoxicidade (sinergismo).

Ensaios-piloto devem estabelecer uma curva da resposta (VI'G produzida)
em funcao do tempo de exposicdo ao indutor estrogénico e outra, da resposta em
funcdo da concentracdo do indutor. Sugere-se a utilizacdo da ECso do indutor

para determinagao do Ivren de cada substancia testada.
I11.1.2.5 Consideracoes Gerais dos Indices

Foi dito ao final da secdo IV.1.2.1 que o emprego da equacao (8) deve ser
validado com a demonstracao empirica. Isso também deve ocorrer para as
equacoes (9) e (10), principalmente devido ao fato de tais modelos matematicos
atribuirem a populacbes um valor numérico (indice), correspondente a
propriedades inerentes a individuos, tais como: “atividade reprodutiva”, “condicao

reprodutiva”, “efeito estrogénico”, “efeito anti-estrogénico”. Essas propriedades
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podem seguramente ser atribuidas a individuos (organismos), mas o sido, com
emprego do Ivrg, para populacgées ou grupos de estudo. Contudo deve-se
considerar a ascendéncia de nivel organizacional bioldgico, este concebido como
um conjunto (classe matematica) por BUNGE (1980); ascendéncia essa que
corresponde ao aumento de complexidade do nivel individual (concebido como o
conjunto de todos os organismos possiveis) para o populacional (concebido como o
conjunto de populagbes ou amostras experimentais possiveis). Portanto a
atribuicdo de propriedades mensuraveis de um nivel para outro imediatamente
superior deve sofrer validacgao légica e empirica, para que o emprego das equacoes
supracitadas represente uma relacdo de causa-efeito com conexdo universal,
podendo entdo compor o corpo de uma teoria cientifica, enunciando fen6menos
naturais.

No caso da equacéao (11) para o Iyreh, pode-se prescindir da validagao légica,
mas nao da empirica. Isso porque com ela, trabalha-se num mesmo nivel
organizacional, manipulado e controlado: o conjunto de células em cultivo.
Portanto ndo ha a atribuicdo de uma propriedade de um nivel, para outro
1mediatamente superior. Haveria se fosse possivel aferir a quantidade de VTG
produzida por cada célula em cultivo.

Pretende-se aqui a demonstracdo empirica da equacao (11), com o cultivo
primario de hepatocitos de Hoplias malabaricus e com a inducao experimental da

expressao de VTG in vitro.



73

II1.2 MATERIAIS E METODOS

I11.2.1 PRODUCAO DA VTG IN VIVO POR INDUCAO ESTROGENICA

I11.2.1.1 Bioensaio

Trés exemplares de Hoplias malabaricus (traira) foram obtidos
comercialmente de uma estacido de aquicultura em Toledo (PR). Os animais
foram aclimatados nas condi¢des experimentais por 4 meses: cada animal em um
aquario com 15 litros de agua de torneira desclorificada; limpeza do aquario a
cada 7 dias, com troca de 5 litros da agua; influxo de ar constante; temperatura
de 21 + 2°C; e fotoperiodo (12h luz : 12h escuro). Essas condi¢oes foram mantidas
e controladas até o fim do experimento. O suprimento alimentar deu-se com
minhocas (para as trairas menores: 25,8 e 26,1 g) ou Astyanax sp. (lambaris),
para a traira maior (494,3 g). Cada traira foi alimentada com aproximadamente
10% de sua biomassa, a cada 5 dias. Durante a inducao (15 dias) os animais
permaneceram em jejum experimental.

Apos anestesia em agua de torneira desclorificada com MS222 (4cido etil-
éster-3-aminobenzodico, Sigma®) a 0,02% (v/v), a traira maior (macho adulto) teve
sua massa aferida e recebeu uma dose de 20 mg.kg-! de hexa-hidrobenzoato de
estradiol (6HB-Ez), diluido em 6leo de amendoim e administrado por via
Iintraperitoneal (iip). Apdés 15 dias, a traira maior e as outras duas (macho e
fémea jovens) foram anestesiadas como descrito acima e = 0,5 ml de sangue (de
cada traira menor) e = 4 ml de sangue (traira maior) foram extraidos do vaso
caudal situado na por¢cdo ventral da coluna vertebral, com seringas
heparinizadas.

Conforme procedimento descrito por SILVERSAND, HYLLNER e HAUX
(1993), ao sangue total foi acrescentado na razado 1:10 (v/v), o anti-proteolitico
PMSF a 10 mM em NaCl a 0,9%, resultando nas concentracées finais de: PMSF a
1 mM e etanol a 0,5% (da solucao estoque de PMSF a 200 mM em etanol absolto).

A mistura foi centrifugadas a 4°C, sob a forca de 3000xg por 30 minutos para
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obtencado do plasma, que foi aliquotado, sujeito imediatamente ao procedimento

descrito a seguir, ou mantido a —75°C até analises posteriores.

I11.2.1.2 Isolamento da VTG Plasmatica por Precipitagao

Segundo método descrito por SILVERSAND, HYLLNER e HAUX (1993) a
VTG foi isolada do plasma numa purificagdo parcial através da precipitacdo com
solucdo de EDTA (Ci0H14N20sNa2.2H20) e MgCle. Amostras do precipitado
protéico (do plasma do animal induzido) foram obtidas a partir de 4 razoes
molares entre EDTA™ e Mg**, a saber:

a) [EDTAT] + [Mg*]=1,0+2,5

b) [EDTA™] + [Mg+]=1,0+2,0

c) [EDTAT]+ [Mg+]=1,0+1,5

d) [EDTAT]+ [Mg+]=1,0+1,0

Apébs a mistura do plasma com diferentes volumes das solucoes estoques de
EDTA a 20 mM e MgCls a 500 mM, em microtubos de 1,5 ml, estes foram
centrifugados a 4°C, sob a for¢a de 5000Xg por 15 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi ressuspenso em 50 pl de NaCl a 1 M. Em cada tubo
foram adicionados 1 ml de H2O destilada para nova precipitagao, esta seguida de
centrifugacdo a 4°C, sob a for¢ca de 5000Xg por 15 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi ressuspenso em 50 ul de NaCl a 1 M.

O apéndice 2 compila numa planilha todos os procedimentos do método
empregado, bem como as concentragoes e volumes utilizados no isolamento.

Amostras de plasma dos trés animais e da vitelogenina precipitada do
animal induzido (VT'Gp) foram analisadas apés eletroforese em gel desnaturante
de poliacrilamida (doravante abreviado por SDS-PAGE) a 4% (empilhamento) e a
9% (separacdo), com aplicacdo de campo elétrico vertical segundo LAEMMLI
(1970), seguida de coloracdo com Coomassie Brilliant Blue (doravante abreviado
por CBB). O procedimento foi repetido com volumes maiores de plasma estocado
(ver III1.2.1.1) com a razado molar de 1:2 (([EDTA] + [Mg*]), para obtencao de
VTGp (imunoégeno) utilizado em II1.2.2.1 (ver linha 6 da figura 6).
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I11.2.2 ANTICORPOS POLICLONAIS PARA A IMUNO-DETECCAO

Foram adquiridos comercialmente (Laboratorios Biosense®, Oslo, Noruega)
trés tipos de anti-soro (anticorpos policlonais) contra a VTG de 3 diferentes
espécies de peixes, a saber: Salvelinus alpinus (anti-soro doravante abreviado por
SALP), Sparus aurata (SPAU) e Salmo salar (SALA). Todos os 3 tipos de anti-
soro foram produzidos em coelhos pelo laboratdrio supracitado. Os anticorpos
foram testados para constatacido de reacdo imuno-quimica cruzada com a VTG de

Hoplias malabaricus.

II1.2.2.1 Producao de Anti-Soro contra VT'G de Hoplias malabaricus (HOPL)

O plasma excedente (estocado a —75°C), das trairas induzidas como descrito
em II1.2.1.1 e adiante, em II1.2.3 (controles de inducdo), serviu como fonte de
VTG. Esta foi precipitada (VIT'Gp) de acordo com o método de SILVERSAND,
HYLLNER e HAUX (1993), seguido da separacdo das proteinas da amostra de
VTGp por sua massa molecular (SDS-PAGE) como descrito em II1.2.1.2. As
amostras de VI'Gp aplicadas ao gel de poliacrilamida tiveram seu teor protéico
previamente quantificado pelo método de BRADFORD (1976) e serviram como
1munoégeno, apos a maceracao (grau e pistilo) da “banda” de gel congelada com N2
liquido e correspondente a fracdo protéica de =~ 180-200 kDa (ver figura 6). A
poliacrilamida serviu como adjuvante.

Dois coelhos da raca New Zealand, mantidos no biotério do SCB (UFPR),
foram injetados, cada qual com cerca de 0,5 mg da VTGp, distribuidos por duas
vias (mesma seringa para cada animal): intramuscular e subcutanea. Apds 30
dias a mesma dose foi administrada como descrito acima. Depois disso, com
intervalos alternados de 15 dias (HOLBECH et al., 2001), foram realizadas
coletas de sangue a partir da veia marginal auricular, ou a administracao de 0,25
mg de VT'Gp. Dez dias apds a 4.2 inoculacao os animais sofreram puncao cardiaca,

de acordo com procedimento de rotina do Biotério do SCB (UFPR).
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O sangue obtido foi deixado a 4°C por 24 h e entdo centrifugado por 10
minutos a 3000xXg para obtencao do anti-soro contra VTG de Hoplias
malabaricus, este aliquotado e mantido a 4°C. O anti-soro obtido apds a 4.2
inoculacdo (doravante abreviado por HOPL) serviu para a imuno-deteccdo da
VTG de Hoplias malabaricus. Nao houve diferenca em especificidade da reacao

imuno-quimica obtida com HOPL proveniente dos dois coelhos.

I11.2.2.2 Imuno-Deteccao por Western Blot

Reacgdes imuno-quimicas entre os anti-soros SALP, SPAU, SALA ou HOPL,
e a VTG de Hoplias malabaricus foram realizadas com amostras de plasma, meio
de cultivo celular e células (hepatdcitos) cultivados in vitro, apdés separacao das
proteinas dessas amostras por SDS-PAGE, seguida da transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad®: poro de 0,45 pm), com
aplicacao de um campo elétrico ortogonal ao plano da membrana (1 h, 95V, = 200
mA, 0°C), na técnica conhecida como Western Blot (doravante abreviada por WB).
Marcadores de massa molecular pré-corados em azul (BioRad®) foram
empregados para o monitoramento da transferéncia. Foi utilizado para SDS-
PAGE e WB o aparato Mini Protean System da BioRad®.

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas do gel
foram incubadas com os anti-soros supracitados e tratadas sob diferentes
condicoes de “estringéncia” (ver resultados). Um kit de reagentes obtido
comercialmente da BioRad® (Amplified Alkaline Phosphatase Immun-Blot Assay
Kit) foi utilizado para a imuno-deteccio. Esse kit dispoe da amplificagcdo do sinal
(cor purpura) da fosfatase alcalina conjugada com a biotina, sendo esta incubada
com a streptoavidina; o passo intermedidrio consiste da incubac¢io com o anti-soro
secundario (produzido em cabras contra a IgG de coelhos), que também tem suas
moléculas de IgG conjugadas com a biotina.

Entre as incubacées houveram trés lavagens das membranas (sob forte
agitacao orbital), cada qual de 7-10 minutos com salina tamponada com Tris, pH

7,5 (TBS), contendo 0,1% (v/v) do detergente bioquimico Tween 20 (TTBS). O
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TTBS serviu para a diluicao dos componentes integrantes das incubacgées, no
volume final de 0,5 ml.cm2 de membrana de nitrocelulose. Os policlonais
primarios foram adicionados sobre a solucao de bloqueio membrana (leite em po
desnatado sem ferro a 5%, m/v, em TTBS), apdés o bloqueio de 1-2 horas
(ocupacado de sitios nao especificos), a temperatura ambiente e com agitagao
orbital constante. As reacoes de cor da fosfatase alcalina, com a adi¢cdo dos
substratos, ocorreram sobre a bancada, a temperatura ambiente e no escuro, por
tempos variados de acordo com a imuno-reatividade do policlonal primario
empregado.

Variacées do método proposto pelo fabricante do kit estdo expressas nos
resultados e o apéndice 3 compila numa planilha todos os procedimentos do
método empregado para SDS-PAGE-WB, bem como as concentragoes e volumes

utilizados apds padronizacao.

I11.2.3 EFEITO DO CHUMBO SOBRE A EXPRESSAO DA VTG IN VIVO

Dezoito exemplares jovens de Hoplias malabaricus, machos e fémeas,
foram obtidos comercialmente de um piscicultor de Araucaria (PR). Os animais
foram aclimatados nas condicoes experimentails por 4 meses, de acordo com
II1.2.1.1. Sua massa média foi de 80,84 g (DP = 34,67 g), somando 1616,83 g de
biomassa total.

Foi realizado um bioensaio de exposi¢cao aguda (96 h) ao Pb(NOs)2, diluido
em solugdo aquosa neutra e administrado por via intraperitoneal (iip), apés 15
dias de inducdo da expressao da VTG com 17B-estradiol (Es2: CisH2402), este
diluido em 6leo de amendoim (apds prévia diluicdo com etanol) e administrado
por iip em 4 doses distintas. Seis triplicatas constituiram os grupos que seguem:

a) controles: iip de 6leo de amendoim;

b) controles de inducao: iip de 10 mg Eo.kg1;

c) 1ip de 7 ug Pb**.g-1 depois de 15 dias da 1ip 10 mg Ez.kg1;

d) iip de 21 pg Pb+**.g1 depois de 15 dias da iip 10 mg Eqz.kg?;

e) 1iip de 63 pug Pb**.g1 depois de 15 dias da iip 10 mg Ez.kg?;
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f) 1iip de 100 pg Pb**.g1 depois de 15 dias da iip 10 mg E2.kg1;

As pesagens e injegcOes ocorreram apods anestesia, como descrito em
II1.2.1.1, bem como a coleta de amostras de sangue e obtencao do plasma com
anti-proteolitico PMSF.

As amostras de plasma dos animais foram analisadas por SDS-PAGE
(empilhamento a 5% e separacao a 7-9%), segundo LAEMMLI (1970), seguida de
coloracao com CBB, ou sujeitas a imuno-detec¢cao da VTG por WB. Ver apéndice

3.

I11.2.4 CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS E INDUCAO IN VITRO

I11.2.4.1 Isolamento e Cultivo Primario de Hepatdcitos

Dois exemplares de Hoplias malabaricus adultos e em idade reprodutiva,
um macho (= 980 g) e uma fémea em vitelogénese (= 240 g) foram capturados no
Parque Ecologico Costa, Curitiba (PR). Os dois foram utilizados, apds anestesia
descrita em III.2.1.1, para obtencdo de hepatdcitos. Foi utilizado o método
padronizado por FILIPAK NETO et al. (2006) para cultivo primario de
hepatoécitos de trairas. Os animais foram mortos com uma incisio na coluna
vertebral, separando a primeira vértebra do cranio, e logo em seguida
desinfetados com cloro-hexidina alcodlica a 2%, aplicado com gaze.

As escamas da linha mediano-ventral foram retiradas e o animal levado
sob fluxo laminar. Todos os procedimentos seguintes ocorreram com assepsia, sob
o fluxo. Apos a abertura ventral, o lobo fusiforme direito do figado foi excisado e
perfundido com EDTA a 2 mM em salina tamponada com fosfato (PBS) por 1 h,
com fluxo de aproximadamente 4 ml.min!. O 6rgao foi cortado e comprimido
contra uma tela metalica com poro de = 1 mm, os pedagos foram lavados com
meio de cultivo (MC descrito abaixo) e a suspensio de células foi colhida em um
recipiente disposto abaixo da tela. As células foram centrifugadas por 1 minuto,
em baixa rotacao e ressuspensas (lavadas) em novo volume, com MC. Apés nova

centrifugacdo as células foram ressuspensas em MC: RPMI 1640 (pH 7.8),
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contendo HEPES (15 mM); NaHCOs (6 mM); sulfato de gentamicina (40 mg.l-1);
insulina bovina-suina (0,2 U.ml1); e aprotinina a 2 mg.l'1, como antiproteolitico.

A uma aliquota da suspenséao final de células de cada animal foi separada
para citometria de fluxo no FACSCalibur, do SCB (UFPR). Apéds centrifugacao as
células foram ressuspensas em PBS para contagem no aparelho. A suspensao de
“hepatécitos do macho” (doravante denominados apenas de HPsd) apresentou
densidade de 0,6.106 células.ml!, e a suspensdao de “hepatécitos da fémea”
(HPs?), densidade de 0,7.106 células.ml-!.

As células foram semeadas em microplacas CORNING® de 96 pocos (fundo
plano, poliestireno, pré-tratamento com carga elétrica para adesao celular). Cada
poco recebeu 250 ul da suspensido de HPsd, ou de HPs®Q, com uma quantidade

média de = 15.104 células por poco. A adesdo ocorreu por 72 horas a 22°C.

I11.2.4.2 Inducao Experimental da VTG in vitro

Apés a pré-incubacao para adesado (72 horas), dois experimentos foram
realizados, um com HPsd e outro com HPs®.

Para HPsd houve troca do MC nos tempos 0, 2, 4, 7 e 10 dias, quando o MC
foi substituido em todos os pocgos e preservado para a analise de VT'G. Ao término
de 10 dias as células (pool de 8 pocos por tratamento ou grupo) foram
desagregadas a temperatura ambiente por 20 minutos, com EDTA a 0,02% e
tripsina a 0,05% em PBS, suspensas, centrifugadas e ressuspensas em PBS para
contagem por citometria de fluxo. Uma aliquota das amostras serviu para o
ensaio de viabilidade com azul de tripano, realizado em camara citométrica de
Neubauer por microscopia de luz visivel. A viabilidade média nos tratamentos foi
sempre superior a 80%. Para a inducao da expressao da VT'G por HPsd usou-se o
17B-estradiol (Eg2) diluido em etanol; e como substancia antagonista ao efeito
estrogénico, usou-se o citrato de tamoxifeno (TMX: C26H29NO.CsHgO7), também
diluido em etanol. Os seguintes tratamentos foram empregados (concentracoes de
Es e TMX segundo SMEETS et al., 1999) a cada 16 pocos de microplaca por grupo

e em estufa a 22°C:
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a) CTRL: grupo controle, sem nenhum tratamento;

b) Et-OH: grupo controle de etanol a 0,15% (v/v) no MC;

c) E:: grupo induzido com Eg a 1 uM;

d) TMX: grupo controle de citotoxicidade ao TMX a 6 uM;

e) E2+TMX: grupo controle de agao anti-estrogénica (Ez a 1 uM e TMX a 6

uM).

Para os HPs? houve a inclusao de soro bovino fetal a 10% (v/v) no MC, este
foi trocado nos tempos 0, 2 e 4 dias, quando o MC foi substituido em todos os
pocos e preservado para a analise de VI'G. Ao término de 4 dias as células foram
desagregadas como descrito acima, centrifugadas e ressuspensas em PBS para
contagem por citometria de fluxo (pool de 8 pocos por tratamento). Uma aliquota
das amostras serviu para o ensaio de viabilidade descrito acima. A viabilidade
média nos tratamentos fol sempre superior a 80%. Para a inducado da expressao
da VTG por HPs? usou-se o 17a-etinil-estradiol (EE2: C20H2402) diluido em
etanol; e como substancia antagonista ao efeito estrogénico, usou-se o citrato de
tamoxifeno (TMX), também diluido em etanol. Os seguintes tratamentos foram
empregados, a cada 16 pocos de microplaca por grupo e em estufa a 22°C:

a) CTRL: grupo controle, sem nenhum tratamento;

b) Et-OH: grupo controle de etanol a 0,15% (v/v) no MC,;

c) EE:: grupo induzido com EE2 a 9 uM;

d) TMX: grupo controle de citotoxicidade ao TMX a 9 uM;

e) EE:+TMX: grupo controle de agao anti-estrogénica (E2 e TMX a 9 uM).

As amostras de MC foram analisadas por SDS-PAGE (empilhamento a 5%
e separacao a 7-9%), segundo LAEMMLI (1970), seguida de colora¢do com CBB,
ou sujeitas a imuno-detecgcao da VTG por WB. Ver apéndice 3.

Algumas das amostras de MC coletadas do experimento com HPs? tiveram
seus teores protéicos concentrados através da precipitacdo com acido tricloro-
acético (TCA) a 8% (m/v) em solucdo aquosa, na razao de 1:2 (v/v). As proteinas
precipitadas em suspensio foram centrifugadas e ressuspensas em PBS. Esse

procedimento permitiu que fossem aplicadas ao gel de eletroforese, quantidades
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de proteina relativas a um volume de MC maior (25—125 ul) do que a capacidade
limite (20 pl) do aparato utilizado.

Também foi testada, para as amostras de MC, uma variante do tampao de
desnaturacao da amostra (TDA) concentrado 4X e sem o B-mercapto-etanol como
agente redutor.

A VTG ¢é liberada no sangue pelos hepatocitos in vivo, por exocitose.
Pressupée-se portanto sua presenca no MC de experimentos in vitro. Contudo nao
foi possivel precipitar com TCA nenhuma proteina do MC oriundo do experimento
com HPsd. Também nao foi possivel a precipitacio seletiva da VTG com EDTA e
MgCls (descrita em II1.2.1.2) a partir das amostras de MC de ambos os ensaios in
vitro.

Devido a esse fato, foram adicionados 20 ul de TDA 1Xx sobre os HPsd
preservados a —75°C, procedimento repetido em 8 pocos (pool) por tratamento.
Cada pool foi submetido a 100°C por 10 minutos e em seguida “passado” por uma
agulha fina (13%3,8) para a quebra de DNA. Vinte microlitros de amostra de cada
pool foram aplicados por linha de gel de eletroforese, correspondendo
aproximadamente a média de células contidas em 1 poco.

A VTG do MC do experimento com HPs?Q, apés SDS-PAGE-WB, foi
quantificada por analise de imagem (quantificacdo relativa) pelo programa de
distribuigao gratuita, Image Tool® da UTHSCSA (desenvolvido pela University of
Texas Health Science Center at San Antonio). A imagem da membrana de
nitrocelulose foi digitalizada em alta defini¢ao (1200 dpi), convertida para tons de
cinza (graduacao de 0-256) e o parametro aferido pelo Image Tool® foi a
densidade integrada das bandas (intensidade total), que correspondente ao
produto da média da intensidade (média de tons de cinza, em cada pixel
integrante da banda de VT'G), pelo numero de pixels da banda.

Os valores obtidos dessa analise e os dados de citometria de fluxo
(contagem de células) serviram a aplicagao do Indice Vitelogénico para ensaios in

vitro de estrogenicidade (Ivrgh), com emprego da equacao (11). Ver 111.1.2.4.



82

I11.3 RESULTADOS

I11.3.1 INDUCAO DA EXPRESSAO DA VTG IN VIVO

O hexa-hidrobenzoato de estradiol, administrado por via intraperitoneal
(i1p) na dose de 20 mg.kg'l, induziu a expressao da VI'G em Hoplias malabaricus,
15 dias apdés a iip (dose tUnica), como demonstrado com a VTG plasmatica
analisada por SDS-PAGE, seguida de coloracao com CBB. Ver figura 6.

O método de isolamento da VTG plasmatica através da precipitacdo com
EDTA e MgCls (SILVERSAND; HYLLNER; HAUX, 1993) eliminou grande parte
das proteinas plasmaticas de Hoplias malabaricus, quando de uma analise
subjetiva e pelo método empregado (SDS-PAGE-CBB, fig. 6).

O plasma de macho jovem de Hoplias malabaricus, analisado por SDS-
PAGE-CBB, nao apresentou a banda correspondente a VI'G (= 200 kDa), como
1lustrado na figura 6.

O plasma de fémea jovem de Hoplias malabaricus, analisado por SDS-
PAGE-CBB, apresentou a banda correspondente a VTG, mas com fraca
intensidade, indicando que o animal estava em estagios iniciais de vitelogénese,
fato confirmado pela analise macroscopica das gonadas. E provavel, devido ao
tamanho da fémea (26,1 g) que ela estivesse entrando no seu primeiro periodo de

vitelogénese, no inicio de sua maturagao sexual. Ver figura 6.

I11.3.2 EFEITO DO CHUMBO SOBRE A EXPRESSAO DA VTG IN VIVO

O 17B-estradiol (E2) administrado por iip na dose de 10 mg.kg! induziu a
expressdao da VTG em Hoplias malabaricus (15 dias apdés dose tnica), como
demonstrado com a VTG plasmatica analisada por SDS-PAGE-CBB e em

comparacio ao plasma de um macho jovem nao induzido. Ver figura 7a.
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FIGURA 6 - ELE;TROFORESE DESNATURANTE EM GEL DE POLIACRILAMIDA PARA
ANALISE DA VITELOGENINA PLASMATICA DE HOPLIAS MALABARICUS
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LEGENDA: Empilhamento com acrilamida a 4% e separacdo a 9%. Coloragido por Coomassie
Brilliant Blue. Desnaturag¢io em TRIS-HCl a 62,5 mM (pH 6,8), com glicerol a 10% (v/v), dodecil-
sulfato de sbdio (SDS) a 2% (m/v), B-mercapto-etanol a 5% (v/v), e azul de bromofenol a = 0,001%
(m/v); 1 minuto a 100°C.

O plasma do macho adulto foi coletado apds 15 dias de indugdo por 20 mg.kg! de
hexa-hidrobenzoato de estradiol, administrado intraperitonealmente e n#o foi congelado
antes da andlise aqui ilustrada. A linha 6 ilustra o imundégeno administrado em coelhos para
produgdo do anti-soro homélogo HOPL (policlonais primarios para a imuno-detecgio).

MWM: marcador de massa molecular

Linha 1: 200 nl de plasma de macho jovem (25,8 g);

Linha 2: 200 nl de plasma de fémea jovem (26,1 g);

Linha 3: 50 nl de plasma de macho adulto (494,3 g);

Linha 4: repetigdo com 200 nl de plasma de macho adulto (494,3 g);

Linhas 5 a 8: 50 nl de precipitado protéico redissolvido em NaCl a 1 M, apés

precipitagédo do plasma de macho adulto em solugéo de
Na:EDTA.2H:20 adicionada de MgCle, gerando as seguintes razdes
molares finais:

Linha 5: [EDTA] + [Mg*] = 1,0 + 2,5

Linha 6: [EDTA] + [Mg+] = 1,0 + 2,0

Linha 7: [EDTA] =~ [Mg*] =1,0 + 1,5

Linha 8: [EDTA] + [Mg*] =1,0 + 1,0
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FIGURA 7 - EFEITO AGUDO DO Pb** IN VIVO (96 HORAS) SOBRE A PRODUGCAO DE
VITELOGENINA PLASMATICA DE HOPLIAS MALABARICUS, APOS 15 DIAS DE
INDUCAO COM 17B-ESTRADIOL (E2)

()

LEGENDA: (a) empilhamento com acrilamida a 5% e separacéio a 7-9%. Coloracio por Coomassie
Brilliant Blue. Tampao de desnaturagdo da amostra (TDA) 1x: TRIS-HCI a 62,5 mM (pH 6,8),
com glicerol a 10% (v/v), dodecil-sulfato de sédio (SDS) a 2% (m/v), B-mercapto-etanol a 5% (v/v), e
azul de bromofenol a = 0,001% (m/v); 2 minutos a 100°C. Volume de plasma aplicado por linha:
100 nl.
Linha 1: marcador de massa molecular recombinante e pré-corado (BioRad®);
Linha 2: pool de plasma dos 3 machos do grupo controle;
Linha 3: pool de plasma dos 3 machos do grupo controle de indug¢ao — injecéo (ip)
Unica de 10 mg E2.kg! (15 dias de indugio);
Linhas 4 a 10: todos os animais injetados com 10 mg E:.kg! e apés 15 dias de
indugio, injetados com as seguintes doses de chumbo (96 h de exposi¢io):
Linha 4: pool de plasma dos 3 machos do grupo de 7 pg Pb*.g1;
Linha 5: pool de plasma dos 2 machos do grupo de 21 pg Pb*.g;
Linha 6: plasma da fémea do grupo de 21 pg Pb*.g1;
Linha 7: plasma da fémea do grupo de 63 pug Pb**.g1;
Linha 8: pool de plasma dos 2 machos do grupo de 63 pg Pb*.g;
Linha 9: plasma de 1 macho do grupo de 100 pg Pb*+.g1;
Linha 10: plasma de 1 macho do grupo de 100 pg Pb+.g-1.
(b) e (c): Imuno-detecgdo por Western Blot: incubagdes com policlonal priméario realizadas em
salina tamponada com Tris, pH 7,5 (TBS) contendo 0,1% (v/v) de Tween 20 (TTBS) e 5% de leite
(m/v), com oscilagdo orbital, por 2 horas e a temperatura ambiente.
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Linha 1: marcador de massa molecular recombinante e pré-corado (BioRad®);
Linha 2: plasma de 1 macho do grupo controle de inducao — inje¢do (ip) tnica de
10 mg Es.kg1 (15 dias de indugio);
Linha 3: plasma da fémea do grupo de 21 pg Pb**.g1;
Linha 4: plasma de 1 macho do grupo de 63 ug Pb+t.g1;
Linha 5: plasma de 1 macho do grupo de 100 pg Pb+t.g1;
(b) anti-soro HOPL (1:3000): 20 segundos de reagio da fosfatase alcalina
(c) anti-soro SALA (1:3000): 15 minutos de reac¢io da fosfatase alcalina

Nenhuma das quatro doses de Pb** administradas simultaneamente ao Es,
15 dias apdés a indugdo, produziu efeito anti-estrogénico apdés 96 horas de
exposicao via 1ip. Isso quando da andalise subjetiva das amostras de plasma por
SDS-PAGE-CBB (fig. 7a), ou por SDS-PAGE-WB, através da reagdo imuno-
quimica entre a VT'G e os anti-soros HOPL (fig. 7b) e SALA (fig. 7c).

Ha um aparente efeito estrogénico causado pelas doses iip de 21 e 63 ug
Pb+*.g-1 (inhas 6 e 7 da fig. 7a, respectivamente, e linha 3 da fig. 7b), contudo isso
foi atribuido ao fato dessas amostras de plasma serem de fémeas. Os 18 animais
foram analisados em separado por SDS-PAGE (nao ilustrado), antes de
comporem os pools de plasma (mistura de volumes iguais) dos machos da fig. 7a.

O anti-soro HOPL mostrou-se mais imuno-reativo que o SALA, nas
mesmas condi¢oes de incubacgdo (2 h a temperatura ambiente, com oscilagao
orbital), pois a reacao da fosfatase alcalina para o HOPL produziu um sinal forte
em 20 segundos, enquanto que para o SALA, um sinal bem mais fraco em 15
minutos, ambas no escuro.

Em outra condic¢ido de incubacido (ndo ilustrado) e em relacdo a maior
intensidade de sinal e especificidade a VI'G plasmatica de Hoplias malabaricus,
os 4 anti-soros testados puderam ser classificados, do mais eficiente para o
menos, como SALP > SPAU > SALA > HOPL: 16 horas a 4°C com agitagao orbital
constante. O aumento da “estringéncia” na imuno-reatividade, com a
permanéncia do leite (do bloqueio), a adicao de Tween 20 a 0,1% (v/v), o aumento
da temperatura (de 4°C para temperatura ambiente) e a diminuigao do tempo de
incubacao (para 2 h), aumentou a especificidade antigeno-anticorpo por
alteracoes na afinidade quimica, o que tornou o anti-soro homélogo mais eficiente
que os outros trés. Nessas condigbes a 1muno-reacdo cruzada perdeu

especificidade e intensidade de sinal.
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I11.3.3 ESTROGENICIDADE IN VITRO

II1.3.3.1 Analises das Amostras de Meio de Cultivo

Os HPs? produziram e liberaram a VTG no MC em todos os tratamentos
(CTRL, Et-OH, EEz, TMX, EE2+TMX, ver I11.2.4.2), ja a partir do primeiro dia
(To) apds a adesdo das células (72 h). Apds 4 dias o EE2 induziu a expressao da
VTG, quando essa foi comparada a do grupo controle no Ty (ndo ilustrado) e com a
de todos os grupos no T4 (apds 96 horas), como ilustrado na figura 8.

Os HPsd apé6s 10 dias, ndo produziram nenhuma VTG detectavel no MC,
pela imuno-reacdo cruzada com o anti-soro SALP (linhas 9 e 10 da fig. 9) e o
mesmo foi observado com o anti-soro HOPL ou por SDS-PAGE-CBB (nao
1lustrado). Também nao foi possivel a obtencao de nenhum precipitado protéico
com TCA ou EDTA-MgClz, das amostras de MC preservadas do experimento com
HPsd.

Os anti-soros SALP (fig. 9) e SPAU (fig. 10) mostraram-se pouco imuno-
reativos contra a VTG contida no MC (HPs?). O SPAU produziu um sinal mais
forte para a VTG, com menos tempo de reacdo da fosfatase alcalina (40
segundos), quando comparado ao SALP (15 minutos). Contudo as condigées de
incubacao foram distintas: 16 h a 8-10°C para o SPAU e 2 h a temperatura
ambiente para o SALP, ambos com oscilacao orbital constante. Nenhum dos dois
demonstrou um bom grau de especificidade contra a VTG, ja que reagiram com
proteinas do soro bovino fetal empregado no experimento com HPs%. Um controle
desse soro a 10% no MC, que nao entrou em contato com nenhum hepatdcito
demonstra esse fato (ver linha 2, fig. 9). A precipitacdo das amostras de MC com
TCA provocou quebra nas proteinas do soro bovino, aumentando sua mobilidade
eletroforética (fig. 9).

A variante do tampao de desnaturacao da amostra (TDA 4X) sem o agente
redutor (B-mercapto-etanol) restringiu a mobilidade eletroforética das proteinas
aplicadas ao gel (ver linha 8, fig. 9), produzindo uma corrida excessivamente

“arrastada” para essa linha, sem a devida separacao das bandas.
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FIGURA 8 - IMUNO-DETECCAO DA VITELOGENINA PRODUZIDA EM CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE HOPLIAS

MALABARICUS: (ANTT)ESTROGENICIDADE IN VITRO
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(c)
gel LINHA|] VOLUMES em pl cultivo primario de hepatécito) Vequiv.
amostra TDA aplicado (ul) amostra de| MC ()
MM 1 250, 150, 100, 37, <=25 (20, 15, 10) MM recombinante traira:| DESNATURACAO aplic.
CTRL| 2 50,0 2X 5,0 grupo controle FEMEA|| MEIO DE CULTIVO: 25,0
EE,| 3 50,0 2X 5,0 grupo induzido: EE; a 9 pM APOS MC concentrado 25,0
TMX+EE,| 50,0 5.0 EE, 2 9 uM + TMX a 9 uM 4 5X com TCA 25,0
TMX| 5 50,0 5,0 tamoxifeno (TMX) a 9 uM DIAS 1 minuto a 100°C 25,0
CTRL| ¢ 20x8 1 pogo grupo controle MACHO TDA 1X
Et-OH| 7 20x8 1 pogo ntrole de etanol a 0,15% APOS aplicado sobre
E| 8 20x8 1 pogo grupo induzido: E, a 1 M 10 as CELULAS
TMX+E;| 9 20x8 1 pogo [E; a1 puM + TMX a 6 pM DIAS do cultivo
TMX| 10 20x8 1 pogo tamoxifeno (TMX) a 6 yM MACHO| 10 minutos a 100°C

E,: 17B-estradiol (C,sH,0,)

EE,: 17a-etinil-estradiol: (CzoH2405)

ITMX: citrato de tamoxifeno (CygH29NO.CgHgO7)

LEGENDA: (a) empilhamento com acrilamida a 5% e separagdo a 7T-9%. Coloragdo por Coomassie Brilliant Blue. Tampéao de desnaturacdo da
amostra (TDA) 1x: TRIS-HCl a 62,5 mM (pH 6,8), com glicerol a 10% (v/v), dodecil-sulfato de sédio (SDS) a 2% (m/v), B-mercapto-etanol a 5% (v/v),
e azul de bromofenol a =~ 0,001% (m/v); (b) imuno-detec¢do da VTG (=150 kDa) por Western Blot do padréo eletroforético obtido em (a): incubagdo
com policlonal primério (anti-soro HOPL) 1:3000 em TTBS, com 5% de leite (m/v), com oscila¢do orbital, por 2 horas e a temperatura ambiente;
20 segundos de reacdo da fosfatase alcalina; (¢) planilha esquematica utilizada na montagem da eletroforese.



FIGURA 9 — ANALISE DO MEIO DE CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE HOPLIAS MALABARICUS
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(a)
gel LINHA] VOLUMES em pl
10 amostra
MM 1 250, 150, 100,
MC+8S10| 2
TomLr v
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5

EE,

(b)
JAMOSTRA DE SEXO [pESNaTURAGAO Vequiv.
a [MEIO DE CULTIVO (MC) EXP. TDA TCC) || MC @)
" IMM recombinante W\ A\ A\ TA aplic.
COM B-merc.Et 100 5,0
|| FEMEA | COM B-merc.Et 100 | 350
4dias | COM p-merc.Et 100 | 35,0
FEMEA | COM B-mercEt | 100 5,0
| apos | com pmercEe | 100 |7V350
4
MACHO|| COM B-merc.Et 100 10,0
10 dias | COM B-merc.Et 100 10,0

LEGENDA: empilhamento com acrilamida a 5% e separacdo a 7-9%; tampéao
de desnaturacdo da amostra (TDA) 1x: TRIS-HCI a 62,5 mM (pH 6,8), com
glicerol a 10% (v/v), dodecil-sulfato de sédio (SDS) a 2% (m/v), p-mercapto-
etanol a 5% (exceto linhas 7 e 8), e azul de bromofenol a = 0,001% (m/v); (a) Western Blot do padrao eletroforético obtido com amostras de meio
de cultivo (MC): incubacio com policlonal prim4rio (anti-soro SALP) 1:3000 em TTBS, com 5% de leite (m/v), com oscilag¢do orbital, por 2 horase a
temperatura ambiente (TA); 15 minutos de reacdo da fosfatase alcalina; (b) planilha esquematica utilizada na montagem da eletroforese, onde:

MM: marcador de massa molecular recombinante e pré-corado;

MC + S10: controle de SORO BOVINO FETAL a 10% (v/v) em MC recém preparado;

CTRL-F: MC do grupo controle (sem tratamento) de hepatdcitos de FEMEA no T4 (4 dias), ap6s adesdo das células por 72 horas;

EE:2: MC do grupo induzido (hepatécitos de FEMEA) com 17a-etinil-estradiol a 9 uM, apés 4 dias;

CTRL-M: MC do grupo controle (sem tratamento) de hepatdcitos de MACHO, ap6s 10 dias;

E2: MC do grupo induzido (hepatécitos de MACHO) com 17f3-estradiol a 1 uM, apés 10 dias.

FIGURA 10 ~ANALISE PILOTO DO MEIO DE CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE HOPLIAS MALABARICUS FEMEA
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LEGENDA: empilhamento com acrilamida a 5% e separagdo a 7-9%; tampédo de desnaturagdo
da amostra (TDA) 1x: TRIS-HC1 a 62,5 mM (pH 6,8), com glicerol a 10% (v/v), dodecil-sulfato de

s6dio (SDS) a 2% (m/v), B-mercapto-etanol a 5%, e azul de bromofenol a = 0,001%; Western Blot do

ovalbumina: 45 kDa — W

sem tratamento (ensaio piloto) de hepatdcitos de FEMEA.

padrdo eletroforético obtido com amostras de meio de cultivo (MC): incubag¢do com policlonal
primério (anti-soro SPAU) 1:3000 em TTBS, com 5% de leite (m/v), com oscilagédo orbital, por 16
horas a 8-10°C; 40 segundos de rea¢do da fosfatase alcalina; As duas linhas sdo MC de um grupo
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I11.3.3.2 Anélises das Amostras de Hepatécitos do Macho (HPsd)

A anilise das proteinas dos HPsd aplicados ao gel, apds intensa
desnaturacao (10 minutos a 100°C com TDA 1X) revelaram duas fortes bandas,
detectadas pela reacdo imuno-quimica com os anti-soros HOPL (fig. 8) e SALP
(fig. 11): uma banda entre 150 e 100 kDa e outra com =~ 75 kDa. Presume-se que
essas duas bandas correspondam a maior parte da VTG intracelular dos
hepatoécitos. Os dois padroes de mobilidade eletroforética distintos podem ser
explicados pela desnaturacao, que provavelmente quebrou a VI'G em 2 partes de
menor massa molecular. Nao houve diferenca para a intensidade do sinal, obtido
nessas 2 bandas, entre os tratamentos do experimento com HPsJ.

A imuno-reacao do anti-soro HOPL (fig. 8) detectou também outras duas
bandas com forte sinal, e com massa molecular aproximada de 45 e 30 kDa. Essa
reacgao é considerada aqui como nao especifica para a VI'G. Ja o SALP nao reagiu
com tais proteinas celulares (fig. 11). As condi¢ées de incubacao foram distintas:
16 horas a 8-10°C para o SALP e 2 h a temperatura ambiente para o HOPL,
ambos com oscilagdo orbital constante. O tempo de reacao da fosfatase alcalina foi
1igual para ambos (20 segundos). O SALP produziu um sinal bem mais “limpo”
que o HOPL, que gerou bastante coloracao de fundo (background) e marcacao nao

especifica.
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FIGURA 11 ~ANALISE DAS CELULAS DO CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE
HOPLIAS MALABARICUS MACHO, APOS DEZ DIAS DE CULTIVO
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LEGENDA: (a) empilhamento com acrilamida a 5% e separa¢io a 7-9%. Coloragdo por Coomassie
Brilliant Blue. Tampio de desnaturagdo da amostra (TDA) 1x: TRIS-HCI a 62,5 mM (pH 6,8),
com glicerol a 10% (v/v), dodecil-sulfato de sédio (SDS) a 2% (m/v), B-mercapto-etanol a 5% (v/v), e
azul de bromofenol a = 0,001% (m/v); TDA 1x aplicado sobre as células, na microplaca;
desnaturagdo intensa de 10 minutos a 100°C. Volume de amostra aplicado por linha corresponde a
quantidade de células de 1 pogo de microplaca.
(b) imuno-deteccdo da VTG (= 75 e 100-150 kDa) por Western Blot do padrao eletroforético obtido
em (a): incubagdo com policlonal priméario (anti-soro SALP) 1:3000 em TTBS, sem o leite do
bloqueio, com oscilagéo orbital por 16 horas a 8-10°C; 20 segundos de reagio da fosfatase alcalina.
Para (a) e (b):

Linha 1: marcador de massa molecular recombinante e pré-corado (BioRad®);

Linhas 2 e 3: células do grupo controle (sem tratamento);

Linha 4: células do grupo controle de etanol a 0,15% (v/v);

Linhas 5 e 6: células do grupo induzido com 17f-estradiol (Ez) a 1 pM;

Linhas 7 e 8: células do grupo tratado com tamoxifeno (TMX) a 6 pM;

Linhas 9 e 10: células do grupo tratado com E2a 1 pM e TMX a 6 pM.
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I11.3.4 APLICACAO DO Iyrc PARA ESTROGENICIDADE IN VITRO

A analise subjetiva (SDS-PAGE-WB) da indugao por EE: (HPs?Q) pode
revelar a expressado diferenciada da VTG, entre os tratamentos (ver I11.2.4.2):
TMX < CTRL = Et-OH = EE2+TMX < EE2 (nao ilustrado). Contudo o método de
imuno-detec¢do com o anti-soro HOPL nao se mostrou sensivel o suficiente para
uma quantificacdo acurada e precisa dos teores de VI'G no MC. Isso ocorreu por
dois motivos:

a) o emprego do anti-soro HOPL invariavelmente produziu uma colorac¢ao
de fundo ou background excessivo (a melhor condicdo esta ilustrada na
figura 8b);

b) as proteinas do soro bovino fetal empregado no MC (HPs9)
restringiram a analise de volumes satisfatérios de MC (com maiores
quantidades de VTG), por limitacbes impostas pela técnica;
quantidades de proteinas obtidas com TCA e correspondentes a
volumes maiores que 35 ul produziram “corridas arrastadas” como
padroes de eletroforese.

Por outro lado na equacao (11), do Indice Vitelogénico para ensaios in vitro
de estrogenicidade (Iyren), os valores para quantidades de VTG sofrem uma
correcao que permite que até métodos pouco acurados sejam empregados na
comparacao entre grupos, eliminando o carater subjetivo da analise.

Com a banda correspondente a VI'G das linhas 2, 3, 4 e 5 da figura 8b
(respectivamente os tratamentos CTRL, EEz, EE2+TMX e TMX) foi realizada por
analise de imagem (densidade integrada descrita em II1.2.4.2) uma quantificagao
relativa da intensidade das bandas de VTG.

Como o numero de células ao final do experimento foi sempre menor que a
densidade da suspensao semeada nas placas, pode-se observar diferentes padroes
de citotoxicidade, entre os dois experimentos e entre os tratamentos. O grafico 8
demonstra os resultados da citometria de fluxo (contagem das células
desagregadas com EDTA / Tripsina) ao final dos experimentos com HPsd (10
dias, graf. 8a) e com HPs? (4 dias, graf. 8b).
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Foi entdo aplicado o Iyren (figura 12), como concebido pela equacio (11) em

I11.1.2.4, com os dados da intensidade das bandas de VTG e do grafico 8b.
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GRAFICO 8 — CITOMETRIA DE FLUXO APOS EXPERIMENTOS IN VITRO
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FONTE: O autor
NOTAS: Células do figado de Hoplias malabaricus cultivadas a partir do animal macho (a), apés
3 dias para adesdo, seguidos de 10 dias de exposi¢do; ou fémea (b), apds 3 dias para
adesio e 4 dias de exposicdo. Células desagregadas na microplaca com EDTA e tripsina,
compondo grupos (pools) de 8 pocos (com o fundo totalmente coberto de células) para
cada tratamento. O resultado final expresso é a média (realizada com a pipeta) do
numero de células em 1 poco, por tratamento:
CTRL: células do grupo controle (sem tratamento);
Et-OH: células do grupo controle de etanol a 0,15% (v/v);
Es: células do grupo induzido com 17f3-estradiol a 1 uM;
TMX: células do grupo tratado com tamoxifeno a 6 uM em (a) e a 9 uM em (b);
EE:2: células do grupo tratado com 17a-etinil-estradiol a 9 pM.
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FIGURA 12 - {NDICE VITELOGENICO PARA ENSAIOS IN VITRO DE ESTROGENICIDADE
(Iyen): APLICACAO DA EQUACAO (11)

(@)
TRATAMENTO|  ctrl EE
NUMERO DE CELULAS POR POCO DE MICROPLACA N| 129471 | 145807 92.357 106.128 [ENTRA VALOR |
CELULAS VTG (+) POR POCO DE MICROPLACA n| 120.471 145.807 92.357 106.128
CONCENTRACAO RELATIVA (intensidade) de VTG vrG| 8320517 | 4.839.472 | 3.434.054 | 1.856.669 [ENTRAVALOR |
maior valor individual de VTG VTG,.| 4.839.472 4.839.472 4.839.472 4.839.472
intensidade de VT'G no grupo CONTROLE VTG¢| 3.320.517 3.320.517 3.320.517 3.320.517
ESTROGENICIDADE no grupo = VTG - VI'G¢ / VTGl  0,000000 0,313868 0,023461 -0,302481
NUMERO DE CELULAS no grupo controle induzido ( EE,) Ngs| 145.807 145.807 145.807 145.807
NUMERO DE CELULAS VTG (+) no grupo EE, Ngy 145.807 145.807 145.807 145.807
somatério de n (Sn)| 473764 473764 473764 473764
In N| 11,77 11,89 11,43 11,57
Inn [(n+Xn)+1] (VTG - VTG()
Iyrn = ———x Nozmi T vig x100| n/Sn| 027 0,31 0,19 0,22
n =2n)+
2 = il n/N| 100 1,00 1,00 1,00
(n/Sn)+(n/N) 1,27 1,31 1,19 1,22
VTG - VTG / VTG 0,00 0.31 0,02 -0,30
numerador 0,00 4,88 0,32 -4,28
In Ng| 11,89 11,89 11,89 11,89
(Ngs / Sn)+1 1,31 1,31 1,31 1,31
denominador 15,55 15,55 15,55 15,55
Iyrgn=| 0,00 31,39 2,06 2755 |
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LEGENDA:

(a) decomposicao da equacgdo (11), descrita em II[.1.2.4 e que figura inserida na planilha; a
figura 8b e o grafico 8b provém os valores de entrada na planilha;

(b) area da figura 8b utilizada na andlise de imagem para determinagdo da intensidade da
banda correspondente a VI'G (= 150 kDa: barras horizontais cingindo a figura) de hepatdcitos
de traira fémea cultivados por 4 dias.

(c) grafico 8b descrito na pagina anterior;

(d) Indice Vitelogénico para ensaios in vitro de estrogenicidade (Ivrch) aplicado ao cultivo

primario de hepatécitos de Hoplias malabaricus.
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II1.4 DISCUSSAO

Como esperado, tanto o 17p-estradiol (E2), quanto o hexa-hidrobenzoato de
estradiol (6HB-E2) induziram a sintese da VTG de Hoplias malabaricus in vivo,
nas respectivas doses de 10 e 20 mg.kg! (iip), inclusive em animais machos (1
adulto e 3 jovens).

WERNER et al. (2003) revisam que estagées de tratamento de esgoto ja
foram relatadas contendo em seus efluentes concentracoes de até 0,021 mg.l'1 de
Es (Brasil); 7 ng.l'! de 17a-etinil-estradiol (EE2, Reino Unido); 17 ng.l! de EEs
(Alemanha); 8 ng.I'1 de E2 e 9 ng.l'1 de 17a-estradiol (Canada). No caso particular
brasileiro, onde muito do esgoto doméstico ainda vai para corpos de agua e
sistemas de drenagem de bacias, populagdoes naturais de peixes podem estar
sujeitas a concentragdoes muito superiores as supracitadas, de compostos que
desregulam o sistema neuro-enddcrino-reprodutor de peixes, este facilmente
susceptivel a variaveis abidticas como intervenientes fisico-quimicos (KIME,
1999).

O fato de os exemplares de Hoplias malabaricus aqui analisados, da
exposicio intraperitoneal ao Pb**, ndo apresentarem efeito estrogénico, identifica
esses animails como resistentes a condi¢oes adversas, no que diz respeito a
viabilidade populacional dependente desse fator (producdo de vitelo). Contudo
estudos mais completos do efeito do chumbo em Hoplias malabaricus devem
ainda ser conduzidos para tal afirmacao.

A acdo estrogénica aqui observada no plasma de fémeas expostas ao
chumbo, e comparadas aos machos, é um resultado contraditorio pois os machos
nao podem incorporar a VI'G em suas goénadas. Esperava-se que os machos
apresentassem menores teores de VTG plasmatica que as fémeas. Contudo
alteracbes causadas pelo Pb** na regulacio fisiolégica determinada pelo “eixo”
cérebro-hipotalamo-hipofise-gobnada podem ter produzido tal efeito diferencial.
Outrossim, a demonstragao de que essa incongruéncia nao é relativa a fatores
aleatorios (erro amostral) deve ser suportada com grupos de tamanho satisfatorio

e métodos acurados de quantificacdo da VTG.
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A traira ndo apresenta dimorfismo sexual e portanto grandes grupos
devem compor bioensaios, para que variacoes significativas nas quantidades de
VTG possam demonstrar a “situagao” reprodutiva de ambos os sexos, frente a
contaminantes. Embora trairas grandes (> 1 kg), em estagio avancado de
vitelogénese possam ser determinadas como fémeas, da interven¢ao com otoscépio
e visualizacdo do ovario, apenas este grupo nao representa a populagio total em
condi¢ées naturais e a técnica pode ainda gerar lesdes e causa estresse, nao
recomendados em bioensaios. Fatos como esses conduziram o Laboratério de
Toxicologia Celular a implementacio de testes que empregam o cultivo primario
de hepatocitos.

Em adicao estudos in vitro com hepatoécitos de truta revelam acao anti-
estrogénica (supressio da sintese de VTG) causada pelo cadmio e pelo aluminio,
como descrito por MUGIYA e TANAHASHI (1998) e HWANG, NAGAWA e
MUGIYA (2000).

O 17a-etinil-estradiol (EE2) induziu a sintese e a liberacao da VTG por
hepatocitos de fémeas de Hoplias malabaricus, no meio de cultivo primario (MC).
O EE2 é um estrégeno sintético que esta entre os mais potentes xenoestrogenos
encontrados em esgotos tratados (LABADIE e BUDZINSKI, 2006).

O relato da inducéo da expressao de VI'G por xenoestrogenos em peixes, ou
células de peixes, é amplo: SMEETS et al. (1999); LANTONNELLE et al. (2002);
KORDES, RIEBER e GUTZEIT (2002); WERNER et al. (2003); RADICE et al.
(2004); BERG, WESTERLUND e OLSSON (2004); ZHONG et al. (2005);
GORDON et al. (2006).

Em biomonitoramentos recentes, concentracoes de VTG plasmatica em
peixes machos tém sido wutilizadas como resposta indicadora de efeitos
estrogénicos em areas impactadas, como por HINCK et al. (2006) e REMPEL et
al. (2006).

Frente ao volume da pesquisa internacional dirigida a esse objeto de
estudo, torna-se urgente o desenvolvimento de métodos de monitoramento da
(ant1)estrogenicidade de substancias, para as espécies de peixes que ocorram em

territério nacional. Condicoes fisico-quimicas de ambientes aquaticos distintos
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influenciam diferencialmente a reproducido em peixes (KIME, 1999). Populacées
alopatricas de uma mesma espécie de peixe respondem e se adaptam
fisiologicamente de forma distinta a contaminantes. O uso de sistemas biolégicos
que sejam comuns a tais organismos de ambientes distintos é pretendido para se
poder comparar, predizer e sanear. Assim o operar da célula eucaridtica é foco
principal de estudos atuais com biomarcadores, a despeito dos ja observados
polimorfismos moleculares (estruturais) que intervém numa resposta fisiologica
(diferencas de padrées de organizagao sistémica).

MIKAWA et al. (2006) clonaram o DNAc da VTG de uma espécie de enguia
japonesa (Conger myriaster) e encontraram 45-55%, 32-34% e 27-29% de
similaridade entre a sequiéncia de aminoacidos da enguia, deduzida a partir do
sequenciamento do DNA, com a seqiiéncia da VTG de outros peixes, anfibios e
aves, respectivamente.

O método de SILVERSAND, HYLLNER e HAUX (1993) de purificacao
parcial da VTG, aqui utilizado para obten¢do do imundgeno inoculado nos
coelhos, mostrou-se simples e eficaz. Tal método consiste da precipitacio da
proteina on bath, dispensando procedimentos cromatograficos e tem como
principio algumas propriedades moleculares da VTG, determinadas pelo orto-
fosfato em interacoes eletrofilicas com o magnésio adicionado, permitindo assim o
1solamento por centrifugacido. Os autores utilizaram o método com éxito para o
1solamento da VTG de 4 espécies de teledsteos, variando a razao molar final entre
EDTA™ e Mg** na precipitagdo. Foram realizados estudos cromatograficos e
deteccao imuno-quimica, indicando que é possivel precipitar seletivamente a VTG
de peixes com tal método, obtendo altos graus de pureza. Por outro lado os
autores citam trabalhos em que, com outras espécies de peixes, nao foi possivel a
precipitacao da VTG.

A variacdo supracitada para a razdo molar final foi aqui repetida e
produziu o mesmo resultado para a VI'G induzida in vivo (hexa-hidrobenzoato de
estradiol: 6HB-E2) em todas as razdes finais analisadas por SDS-PAGE. (ver
figura 6). PETERS et al. (2001) também conseguiram o isolamento da VTG de

enguias através do método descrito acima.
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Para a traira aqui induzida com 6HB-Eg2, foi possivel a precipitacio
acidental da VTG apenas com adicdo de agua de torneira sobre um volume
remanescente de plasma, nos microtubos usados. O mesmo ocorreu para outras
trairas induzidas com Es, e de localidade diferente daquela exposta ao 6HB-Eas.
Contudo o mesmo padrao de massa molecular das proteinas do plasma nao foi
obtido, contendo o novo padrio, outras proteinas de menor massa molecular,
1dentificadas eletroforeticamente apds a precipitacido com Mg**. Essas proteinas
nao foram inoculadas nos coelhos para a producao do anti-soro homologo e podem
constituir parte das proteinas do envelope vitelinico, segundo SILVERSAND,
HYLLNER e HAUX (1993), induzidas pelo Ez. Contudo outras proteinas, também
de menor massa molecular que a VTG, foram identificadas com o anti-soro
homoélogo por imuno-detecgao (Western Blot). A degradagao da VT'G em condigées
redutoras de desnaturacao pode ter gerado tal detecgdo, bem como a marcacao
nao especifica resultante de epitopos polissacaridicos da VTG (glicoproteina). A
VTG de Hoplias malabaricus demonstrou a instabilidade estrutural reportada
por SILVERSAND, HYLLNER e HAUX (1993) com estudos cromatograficos,
sendo susceptivel a degradacdo por sua alta massa molecular. O padrao
eletroforético da figura 6 nao péde ser repetido e atribui-se a isso o congelamento
do plasma que, mesmo sendo realizado s6 uma vez, degradou a VTG.

Teores distintos de fosforilacao determinam se a VTG pode ou nao ser
precipitada pelo método de SILVERSAND, HYLLNER e HAUX (1993).
Polimorfismos moleculares determinados por distintos teores de serina, treonina
e tirosina da VTG devem ser considerados, pois estes sdo os aminoacidos
passiveis de sofrerem a adig¢do pos-transcricional de fosfato inorganico. A VTG de
tilapia (Oreochromis sp) tem 13,26% de serina na sua composicao total (195 kDa),
muitas delas em repeticées seqiienciais de mais de trés aminoacidos, podendo
chegar até vinte (NCBI, 2006). Essa regidao de seqliéncias repetidas foi
visualizada pelo programa BioEdit v.5.0.9 (HALL, 2001) e uma suposta “quebra”
no local foi admitida, gerando dois fragmentos polipeptidicos com = 75 e 120 kDa.

Duas proteinas com esses valores de massa aproximados foram

1dentificadas por imuno-detec¢cao da VI'G de Hoplias malabaricus com o anti-soro
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homoélogo produzido, a partir do perfil eletroforético das proteinas dos hepatdcitos
do macho. Contudo nenhuma VTG pode ser detectada no meio de cultivo usado
com os hepatocitos do macho adulto, sugerindo que quando a espécie atinge a
maturidade sexual, alguns processos celulares podem ser diferenciados entre
machos e fémeas. Embora se tenha utilizado dois agentes indutores diferentes
para a estrogenicidade, nos dois experimentos in vitiro (macho e fémea), a
condi¢ao controle no tempo zero (72 horas apds adesao) sugere que trairas macho,
quando atingem a maturidade sexual, tenham o transporte subcelular de
moléculas ou a exocitose, interrompidos em algum momento da seqiiéncia:
reticulo endoplasmatico rugoso >> Golgi CIS >> Golgi TRANS >> vesicula
secretora.

A VTG detectada nas células do macho é aqui caracterizada como resultado
de uma producao basal (ou transcri¢ao constitutiva), que durante o ensaio nao
integrava nenhum dos dois processos conhecidos de secregao celular: exocitose
constitutiva ou mediada por sinal quimico. Por outro lado, no experimento in
vitro com células do macho néo foi utilizado soro bovino fetal no meio de cultivo e
uma decorrente deficiéncia de zinco ou de fatores de crescimento celular pode ter
Interrompido a seqiiéncia de eventos supracitada. O constatacao da producao in
vivo de VTG plasmatica em machos de Hoplias malabaricus suporta o fato de que
uma possivel caréncia de elementos moleculares ndo pode ser controlada in vitro
causando a interrupc¢ao da secrecdo de VTG pelas células. Sugere-se o uso soro
obtido em peixes para futuros estudos in vitro.

O zinco é requerido como cofator essencial na producao de VT'G e de outras
proteinas, pois mantém a estabilidade dos polirribossomos e de outros
componentes envolvidos com mecanismos de sintese protéica. Ao final da
vitelogénese o zinco é mobilizado a partir de proteinas de alta massa molecular
para as metalotioneina (MTs) de hepatdcitos. Durante a vitelogénese os teores
hepaticos de MTs declinam, possibilitando a transferéncia de zinco para
componentes essenciais a sintese de VT'G. A relagao entre a inducao da sintese de
VTG por EE2 (via hidrica) e a expressao de MTs foi estudada por WERNER et al.

(2003), que demonstraram (para ambos os sexos de Salvelinus namaycush) um
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decréscimo em teores hepaticos de MTs, mas também a inducao sua expressao
nos rins. THOMPSON et al. (2003) reportam que a propria VI'G é responsavel
pelo transporte de zinco no plasma. O zinco também é essencial na maturacao dos
oocitos (KIME, 1999) estando envolvido com a producdo de hormoénios sexuais
esterdides nas gonadas.

O indice vitelogénico para ensaios in vitro de inducgao experimental da VTG
(Ivreh) relacionou a resposta biolégica obtida por cultivo celular primario de
hepatdécitos (producao de VI'G) com o tamanho da amostra experimental (niimero
médio de células, por poco de microplaca), e com a estrogenicidade estabelecida
como padrao, induzida no grupo de referéncia por EE., essa estrogenicidade
também relativa ao “tamanho” do grupo de referéncia.

A citotoxicidade diferencial entre as células do macho e da fémea, frente
aos tratamentos e aos tempos de manutencao, foi determinada pela contagem de
células no final dos ensaios. O grupo controle das células da fémea (apds 7 dias)
demonstrou maior citotoxicidade quando comparado ao grupo controle das células
do macho (apdés 13 dias). Para um mesmo sexo nio houve diferenca entre os
controles e o controle de etanol. O tamoxifeno ou sua mistura com o agente
indutor (E2 ou EEg) produziram um efeito equivalente entre as células do machos
e da fémea. Ja o Ez fol bem mais citotéxico para as células do macho que o EE2
para as da fémea, e esse por sua vez, menos citotéxico que a condicdo controle,
sugerindo um efeito de “protecdo” para os hepatoécitos de fémeas, caso inverso ao
obtido com a exposicao hepatocitos do macho ao Es.

A principal vantagem do emprego do Iyreh concebido pela equacgao (11), que
visa complementar os parametros classicos de farmacocinética, esta no fato de
que substancias que tém efeito citotoxico associado ao efeito anti-estrogénico, este
podendo inclusive ser indiretamente decorrente daquele, podem produzir
resultados falso-positivos ou subestimados, ja que uma fracdo do decréscimo em
quantidade de VTG produzida pode ser devida a um menor nimero de células
expressando a proteina. O Iyreh corrige em parte a fonte de tal erro experimental,
por considerar o numero de células na analise. Assim mesmo substancias que

promovam uma baixa viabilidade em cultivos podem ser testadas.
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Outra vantagem é que substancias (ou misturas) com efeito estrogénico
produzem valores de Iyreh positivos, e aquelas com efeito anti-estrogénico, valores
negativos, o que torna facil a comparacao de grupos experimentais. O soro bovino
fetal contém moléculas esteréides com possivel agdo estrogénica, mas a equacao
do Iyreh suprime a producado do grupo controle da analise, apresentando o valor
nulo para qualquer producdao de VTG das células controle, e permitindo assim
que se use o soro como fonte de componentes moleculares essenciais a célula.

Embora o emprego dos outros indices vitelogénicos aqui propostos nio
tenha sido demonstrado, considera-se importante o estabelecimento de
metodologias que visem avaliar e quantificar a (anti)estrogenicidade in vivo e a
reproducao viavel de populacoes de peixes, pois estes sao eficientes
biomarcadores de toxicidade ambiental. Assim estudos que envolvam a
reproducao de individuos, associada com emprego de modelos ecolégicos, podem
revelar condi¢ées importantes de ambientes impactados, bem como elevar uma
resposta biolégica individual para um status determinante da viabilidade de
populacdes naturais. Outrossim, estudos in vivo permitem a abordagem de varios
efeitos biolégicos associados, decorrentes de uma unica causa (xenobidtico), o que
leva a asserc¢oes mais realisticas do comprometimento fisiolégico de uma espécie
em risco. Somado a isso tem-se que em ambientes impactados geralmente se
encontra mais de uma substancia toxica. Nesse ambito os estudos in vitro sao
essencials para se entender os mecanismos moleculares de toxicidade envolvidos

com a resposta in vivo.



102

CONCLUSOES GERAIS

v A possibilidade do emprego de condicoes fisico-quimicas de ambientes
tropicais, da exposi¢cao via alimento por longos periodos (subcronica) e da
busca de respostas biologicas subletais, detectaveis e consistentes,
caracterizam a espécie Hoplias malabaricus como um excelente modelo
experimental in vivo, na padronizacdo de metodologias para o
estabelecimento de biomarcadores de efeito ou de exposicao.

v' A determinacdo da atividade da 5-ALAd acompanhada do monitoramento
de parametros hematoldégicos sdo métodos eficientes para o uso de
respostas biolégicas individuais (fisiolégicas) como biomarcadores de
contaminacao de peixes in vivo.

v O método aqui empregado para a determinacio de alteracées nos teores
teciduais de metalotioneina, induzidas experimentalmente in vivo, nao
pode ser efetivado para o emprego dessa resposta como biomarcadora.
Sugere-se a utilizacdo de métodos mais acurados, com a quantificacdo
direta (absoluta) da metalotioneina.

v' A producio de vitelogenina plasmatica pelo figado in vivo (expressio em
hepatécitos) pode ser induzida experimentalmente com substancias
estrogénicas (via intraperitoneal) em Hoplias malabaricus de ambos os
sexos em 1dade reprodutiva, ou em individuos sexualmente imaturos.

v' O anti-soro homodlogo produzido em coelhos contra a vitelogenina de
Hoplias malabaricus mostrou-se eficiente para a imuno-deteccao.

v" Os anti-soros heterdlogos obtidos comercialmente demonstraram diferentes
graus de especificidade e de intensidade de sinal (fosfatase alcalina)
relacionados com diferentes condi¢ées de “estringéncia” da reagdo imuno-
quimica cruzada com a vitelogenina de Hoplias malabaricus.

v" O chumbo inorgéanico divalente ndo produziu nenhum efeito anti-
estrogénico detectavel pelo método empregado (imuno-deteccao), apods

bioensaio (administracao via intraperitoneal).
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v" O emprego de um modelo matematico da ecologia, aplicivel em nivel
populacional e associado com respostas biolégicas individuais frente a
condicoes adversas € possivel a priori dispondo-se do Indice Vitelogénico.
Este é considerado como um biomarcador para substancias que
comprometem a reproducado de espécies de peixes, apresentando efeitos
(anti)estrogénicos mensurados pela producido de vitelogenina in vivo.
Contudo a demonstracio empirica se faz necessaria para o uso do indice.

v Os ensaios in vitro com cultivo primario de hepatécitos de Hoplias
malabaricus revelaram aspectos importantes dos mecanismos moleculares
de citotoxicidade, obtidos com a exposicao das células a substancias com
reconhecida acao (anti)estrogénica.

v" O aplicacio do Indice Vitelogénico para Ensaios in vitro de Estrogenicidade
(Ivreh) permitiu padronizar a comparagdo de grupos controlados em
condi¢ées laboratoriais (tratamentos in vitro). Isso porque o Iyrch
representa a producdo molecular de vitelogenina em cada tratamento in
vitro, onde a resposta é a acio (anti)estrogénica e esta relacionada com a
quantidade de células que expressam a proteina em cada unidade de
cultivo e com a magnitude amostral dos grupos analisados (tratamentos) e
de referéncia (controle induzido com substancia de reconhecida acéo

estrogénica).
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QUADRO 1 — INTERACOES RECIPROCAS ENTRE DUAS RESPOSTAS BIOLOGICAS OBTIDAS COMO BIOMARCADORES
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LEGENDA: as interacées referidas dizem respeito a possibilidade de uma resposta obtida intervir em outra, duas a duas e para um mesmo sistema
bioldgico considerado, a saber, célula, tecido, 6rgao ou organismo, sem considerar a ascendéncia de organizacio sistémica, ou seja, o que afeta uma
célula pode, direta ou indiretamente afetar o organismo e vice-versa. (1) interacio possivel ou observada; (0) auséncia de interagdo ou a resposta
comparada com ela mesma (em verde). As interagdes marcadas em vermelho foram constatadas empiricamente ou inferidas pela investigacio
cientifica realizada pelo Laboratorio de Toxicologia Celular SCB, UFPR. As outras foram constatadas por outros grupos de pesquisa com
biomarcadores, ou inferidas e deduzidas do contexto tedrico pertinente, determinado por publicacées cientificas nessa area de estudo. O dados do
quadro 1 estéo sujeitos a modificag¢bes, principalmente no que diz respeito a mudancga da condicéo (0) para (1).

8-ALAd: alteragoes na atividade da -aminolevulinato desidratase;
[HEME]: alteracgdes nos teores celulares de grupamentos HEME;
préc-HEME: acimulo de precursores do grupo HEME, na célula ou tecidos;
HEMO-prots: alteragdes estruturais de componentes protéicos que tém o HEME integrante: hemoproteinas como hemoglobina, citocromos e
catalases;
HmtpErtp: alteracdes na taxa de renovacio do estoque de eritrécitos (eritropoiese) e do sangue (hematopoiese);
(anti)OXI: alteracées no balanco REDOX de células de érgéos ou tecidos-alvo como sangue, branquias, figado e rim;
pro-OXI: “quebra” de macromoléculas (p.ex.: DNA ou citoesqueleto) como efeito da acao oxidante de espécies reativas de oxigénio;
MTs: alteracgoes de teores teciduais de metalotioneinas;
Zn: alteracées na estocagem, distribuigdo e disponibilizagdo de zinco em processos celulares;
ZnP: alteracoes sistémicas no transporte de zinco por componentes do plasma sanguineo;
BioT-I (p450): biotransformacio de fase I em hepatdcitos, com agdo do complexo citocromo oxidase P450 e monoxigenases associadas, com
utilizagdo de O2 como substrato;
BioT-II: biotransformacao de fase II em hepatocitos, com uso da glutationa reduzida (GSH) como substrato;
NeuEndRep: alteracées no operar do sistema integrado neuro-enddécrino-reprodutor (eixo cérebro-hipotalamo-hipéfise-gonada);
ESxH: alteracées na producio, metabolismo e excrecdo de hormonios sexuais esterdides;
(anti)ESTRG: acio estrogénica ou anti-estrogénica em tecidos-alvo que respondem a estrdgenos;
VTG: agédo (anti)estrogénica determinada pela quantificacdo da expressao de vitelogenina no hepatécito ou sua producio in vivo ou in vitro,
VTGinput: incorporacio da vitelogenina no oécito, diferenciacdo do gameta e maturacio sexual: vitelogénese;
AdHoc: influéncia de condig¢ées fisico-quimicas do meio externo (fatores abidticos), como temperatura, dureza da agua e fotoperiodo; néo
inclui a biodisponibilidade e a exposicao de xenobidtico(s) considerado(s) como causa da resposta biolégica monitorada.
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APENDICE 1

PROTOCOLO EMPREGADO PARA QUANTIITICACAO DA
ATIVIDADE DA $-ALAd ERITROCITARIA
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APENDICE 2

PROTOCOLO EMPREGADO PARA QUANTIFICACAO INDIRETA
DA METALOTIONEINA EM BRANQUIAS E FIGADO DE PEIXES












Vv, G | v, C; m (g) [[CURVA DE REFERENCIA COM PADROES DE GSH p.4
Solucao Estoque de GSH (SE-GSH)
6 ml 10 mM | A\ [ 00184 [asH MM = 307,30 g/mol) FAZER ANTES
>>> dissolver com EDTA 4 mM em HCI 1 N; aliquotar 15 x 400 ul (-20°C)
300 ul  >>da SE-GSH Padroes de GSH a partir de 1 mM (volumes tabelados abaixo)
2700 pl >>EDTA4mMem HCI1N >>> preparar NO DIA com a solug¢do de EDTA+HCl usada nas amostras
>>> diluir 1:10 (v/v) com EDTA4 mMem HC11 N
" 3 ml 1000 pM l[ 0,300 ml 10000 uM " ANN "GSHJ mM com EDTA4 mMem HCI1 N FAZER NO DIA
P.Ex.: cialculo para padrao de GSH 120 pM :
entrada | las 120 M com EDTA 2 mM em HC1 0,5 N
| 1000 120 ;M || 120 1000 uM \\ IE}SH 1000 uM com EDTA 4 mM em HCI 1 N Vol. TABELADO
V= 1000 pl Vi=120 pl V,= 880 ul (VD.(C9 = (V1).(Cy) + (V).(Cy)
Ce=0,5N Gi=1N Cy= 0,43 N [HCl] [Co=[(Vix C)-(Vix C)]/V,
Cs=2mM C;,=4mM Cy= 1,73 mM [EDTA]
" 0,43 N " 10N - [HCI]
880 pul 1,73 mM _380 ul 4,0 mM || [EDTA] |EDTA4mMem HCI1N : . Volume TABELADO
\\ \\ 500 pl ANN & H,0 Volume TABELADO
TABELA para os PADROES DE GSH (fazer NO DIA; EPNDFs) : REACAO DE COR (TE)’
GSH 1000 pM EDTA 4 mM em HC11 N H,0 [GSH] (uM) [GSH] DTNB-T I
500 pl 0 ul 500 500 300 pl 4200 pl |
300 pl 200 pl " 500 300 >> 1 reagdo em tubo de vidro par; cada [GSH]
240 pl 260 pl | s00 240 >> usar o padrao de GSH 0 uM como BRANCO
180 ul 320 pl 500 180 >>> LER a 405 nm (200 pl na microplaca)
120 pl 380 ul 500 120 VOLUME TOTAL USADO
90 ul 410 pl 500} 90 EDTA 4 mM em HCI 1 N 3,465 ml
60 pl 440 pl 500 60 GSH 1000 uM 1,535 ml
30 pul 470 pl - 500 30 direto no TE:
15 pl 485 ul 500 15 + 225 pl (+75 ul EDTA+HCI) para [GSH] = 750 uM
0 ul L 500 pl 500 0 + 300 ul p‘ara [GSH] = 1000 utM
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APENDICE 3

PROTOCOLO EMPREGADO PARA O ISOLAMENTO DA
VTG PLASMATICA POR PRECIPITACAO



ISOLAMENTO ou PURIFICACAO PARCIAL da VTG método de:

Wiley, H. S.; Opresco, L. e Wallace, R. A. New methods for purification of vertebrate vitellogenin. Anal. Biochem.,v.97, p.145-152, 1979.
adaptado para de TELEOSTEOQS por:
Silversand, C.: Hyllner, S. J. e Haux, C. Isolation, immunochemical detection, and observations of the instability of vitellogenin from four teleosts

The Journal of Experimental Zoology,v.267, p.587-897, 1993.

L v c. | C; m (g) |OBTENCAO de PLASMA
] Solu¢ao Estoque de PMSF
" 0,100 1- 0,2 M [I \\ \\ 3,4840 ||PMSF MM = 174,20 g/mol)

>>> DILUIR em etanol ou metanol absolutos
>>> ESTOCAR em RECIPIENTE PLASTICO a -20°C
Solucgdo Anti-Proteolitica (SAP) para coleta de plasma
[pMsF | B

10 ml 10 mM

10 ml 10 % aprotinina = g/mol)

[——]

10 ml 5,0 % 0,500 ml 100 % \\ [etanol] ou [metanol] resultante

>>> ADICIONAR sangue total (ST) em tubos de 1,5 ml contendo SAP
na diluicdo 1:10 ( v/v.de SAP : ST+SAP)

10 1,00 mM 1 10 -r-r;M \\ [PMSF] resultante ]
10 1,00 % 1 10 % \\ [aprotinina] resultante
10 0,50 % 1 5,0 % \\ [etanol] ou [metanol] resultante
MANUSEAR o0 SANGUE e o PLASMA SEMPRE a 4°C >>> CENTRIF a 4°C por 30 min a 3000 xg
ALIQUOTA de plasma: SDS-PAGE, seguida ou ndo de immunoblot >>> ALIQUOTAR, CONGELAR em N2 ligq. e ESTOCAR o PLASMA 2 -80°C

0,1 a 0,4 pul diluidos 50X em TDA (tampéao de desnaturacdo da amostra)
> adicionar 1 ul de plasma em 49 ul de TDA
> ferver e APLICAR 5 a 20 pl, por linha de gel MgO (s) + HCI (aq) <<< >>> MgCl; (aq) + H,O (1)

> rotular e guardar o restante a 4°C




Vi c. | w c, m(g) |ISOLAMENTO da VTG por PRECIPITACAO / LAVAGEM
Solugiao de EDTA (pH 7,7)

100 ml 20 mM" \\ \\ 0,7445 [Nazl [EDTA]szo (MM = 372,24 . g/mol) | C|0H14N208N82.2H20
>>> AJUSTAR pH 7,7 com 90 ml e AFERIR 100 ml

0,100 <V (ml) < 1,000 :

" 2,5 ml 16 mM]r- 2,0 ml 20 mM A\ [EDTA] resultante
) 5X " 500 pl V>>> MISTURAR p-or inversdo; DIVIDIR o volume obtido em 5 TUBOS
' Solugdo de MgCl, >> PRECIPITACAO da VTG
ﬂ 100 ml 500 mMﬂ \\ W\ 47605 |MgClaa. MM= 9521 gmod)
>>> PRECIPITAR a VTG de cada tubo com 5§ VOLUMES de MgCl, 500 mM
Para cada sp de peixe, escolher (SDS-PAGE) 1 das 5 dilui¢oes de MgCl, " para obtencéo das seguintes RAZOES MOLARES:

16 mM [[[EDTA] resultante
500 mM ||[[MgCl,] resultante
532 ul 15,0376 mM 16 mM ||[EDTA] resultante
532 pul 30,0752 mM |t 500 mM [MgCl,] resultante
5241 | 15,2672 mM 500 pl 16 mM [[EDTA] resultante
524 22,9008 mM | 500 mM ||[MgCl,] resultante
516 pl 15,5039 mM 16 mM |[EDTA] resultante
516 pul 15,5039 mM 500 mM |[|[MgCl,] resultante
508 ul 15,748 mM 16 mM [[EDTA] resultante
508 ul | 7,87402 mM | 500 mM [[MgCly] resultante [EDTA] : [Mg™] = 1,0 : 0,5
>>> CENTRIF a 4°C por 15 min a 5000 xg; DESPREZAR o sobrenadante

540 ul 14,8148 mM
540 ul 37,037 mM

[EDTA] : [Mg™] =1,0:2,5

[EDTA] : [Mg™]=1,0:2,0

[EDTA]: [Mg™1=1,0:1,5

[EDTA] : [Mg™1=1,0:1,0

Solugiao de NaCl

| 100m 1M W\ N 58443 [NaCl aq. MM = 5844 g/mol)
50 ’ul de NaCl 1 M para REDISSOLVER o pellet (nas 2X) >>> REDISSOLVER o pellet em NaCl 1 M; PRECIPITAR a VTG com de H,O

1000 pl de H;O-D ADICIONADOS para REPRECIPITAR >>> CENTRIF a 4°C por 15 min a 5000 xg; REDISSOLVER em NaCl 1 M
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APENDICE 4

PROTOCOLO EMPREGADO PARA SDS-PAGE, WESTERN BLOTTING
E IMUNO-DETECCAO



| v c. | w C; | m() |SDS-PAGE para VTG
| Solugiio Estoque de ACRILAMIDA (ACRYL)
100 ml 0,80 % \\ A\ 7 0,8000 VBISACRYL 7 1,00 MM = 154,17 g/r;l-;l-) -----
100 ml 30,00 % NN \\ [ 30,0000 JJACRYL 37,50 MM= 71,08 g/mol)
) 108449 | sramw | T ) »>>> pesar sob capela e com prote¢ao, sem nenhum contato ou inélacio
) Solucao Estoque de SDS (10 %)
| 100m 0% |\ [ 10,0000 [[sps N
- o >>> pesar sob cal;;,la e com prote¢ido, sem nenhum contato ou inalacido -
,, Soluc¢io Estoque de persulfato de aménio (APS)
| 10 ml 0% |\ \ 10000 [aps
'>>> ALIQUOTAR (> 60 ul) e CONGELAR a 20°C -
Solugdo Tampao de Eletroforese (STE) pH 8,3
700 ml 25 mM \\---- "C\- ------- [ 2,1199 |[Tris-BASE MM = 121,14 g/mol) T
700 ml 192 mM \\ \\ 10,0894 ||IGLICINA MM= 75,07 g/mol)
700 ml 0,1 % 7 ml 10 % \\  |lsps
>>> AJUSTAR o pH do g’FE em 400 ml e AFERIR 50-(-)—1-1-1-1 -------------------------------
Solug¢ido Corante com Coomassie Briliant Blue (CBB R-250)
300 ml 0,1 % \ \ 03000 |CBBR250 7 ]
300 ml 45 % 135 ml 100 % N\ Met-OH Descorar com Et-OH 27,5 % e AAG 7,5 %
300 ml 10 % 30 ml 100 % \\ AAG
>>> FILTRAR e E-éTOCAR no ESCURO a TA°C T
[ som 05M |\ W\ [ 30285 [mrisHO MM = _ B
50 ml 1,5 M " \\ “";-\ ” 9,0855 r’;‘ris‘-HCl oM= 121,14 gmo)




\7 o \2 C; | m() |SDS-PAGE para VTG (cont.)
2 x ‘Tampio de Desnaturagio da Amostra (TDA 2X) pH 6,8
g ml 125 mM || 500mM || \\  [Tris-HCI (UGB sem o SDS)
8 ml 4 % 10 % \\ SDS
8 ml 20 % 99,5 % \\ GLICEROL
8 ml 10 % 100 % \\ B-mercaptoEt-OH
8 ml ) 0,002 % AN 0,0002 ||Azul de bromo-fenol
0.4 ml |H,0-DD >>> ALIQUOTAR (50 x 1,0 ml) ¢ CONGELAR a -20°C -
PBS (2X) pH 7,2
100 ml 280 mM \ W " 1,6364 ||NaCl M= 5844 gmo) )
100 ml 5,4 mM \\ \\ 0,0403 |KCl MM= 174,56 g/mol) AJUSTAR o pH em 90 ml
100 ml 16 mM \\ \\ 0,2271 |[|Na;HPO, MM = 141,96 g/mol) AFERIR 100 ml
100 ml 3 mM \\ AN 0,0408 |KH,PO, ™MM= 136,09 g/mol)
1250,0 pl 500 mM \\ [Tris-HCI] resultante (UGB) - -
50,0 pl 10 % \\ SDS
635,4;-1;1 31,48 % \\ ACRYL
12,5 ul 10 % ) \\ APS - >> adicionar por ﬁlt-i_x-x;;) ------
1,3 ul 100 % A\ TEMED >> adicionar por ultimo
8050,5 ul  |H,O-DD >>» POLIMERIZAR a TAC
2500,0 pl 1500 mM \\ [Tris-HCIl] resultante (LGI;; o
100,0 pl 10 % \\ SDS
2541,7 pl 31,48 % \\ ACRYL h
25,0 ul 10 % A\ APS >> adicionar por altimo
2,5 ul 100 % A\ TEMED >> adicionar por tltimo
4830,8 p1  (H,O-DD >>> POLIMERIZAR a TAC 77




\Z ¢ | w o m (g) ||SDS PAGE para VTG
7  pH6S
5,0 ml -5;00 mM \\ [Tris—HCl] resultante (UGB) T
5,0 ml 10 % \\ SDS
5,0 ml 3}:4_1_8__% o \\ ACRYL . T U P ]
5,0 ml 10 % \\ APS >> adicionar por ultimo
100 % \\ TEMED >> adicionar por ultimo
H,0-DD >>> POLIMERIZAR a TAC -
1500 mM \\ [Trls—HCl] resultante (LGB) ----------------------------
10 % \\ SDS
31,48 % \\ ACRYL 0
10 % \\ APS >> adicionar por ultimo 7 /0
100 % \\ TEMED >> adicionar por ultimo
H;0-DD >>> POLIMERIZAR a TA°C T
LOWERGELY |
1500 mM i A\ [Tris-HCI] resultante (LGB) -----------------------------------------
10 % \\ SDS
31,48 % A\ ACRYL 0
-1-0 % \\ APS ) - >;;;l—i-(;i-:)nar por altimo 9 A)
100 % \\ TEMED >> adicionar por tltimo
3,10 ml [H,0-DD >>> POLIMERIZAR a TA°C o B




| v ¢. [ v C; m (g) |[SOLUCOES DE TRANSFERENCIA, INCUBACAO e LAVAGEM

i 10X= \\ Tampaio de Transferéncia (TT)
25 mM \\ N 80,28 {|Tris-BASE (MM = 121,14 gmol) |95V a0°Cpor1lh
192 mM W W\ GLICINA MM= 7507 gmol) - |mA=
| 1000 ml 20 % 200ml | 100 % \\ |Met-OH: adicione 56 na solugio IX 200 mlem 1litr9)

>>> NO DIA: 200 ml Met-OH + 100 ml TT 10X + 700 ml H,O-DD

IOX“ A\ Salina tamponada com Tris ( TBS) pH 7,5
|Tris-BASE MM = 121,14 'g/mol-) -------------------------------
NaCl MM = 58,44 g/mol)

>>>TBS 10 X: estoque do KIT

TBS / Tween-20 (TTBS)

------------- - - = e 2 O e e o e

7 800 ml 1X \\ MTBS 1X 2,12500
ll 800 ml 100 % \\ "Tween-20
| - C¢; | m@ [INCUBAGAO e LAVAGEM
BLOQUEIO da membrana de nitrocelulose (NC)
21,25 ml \\ _ \\ \\““ \\ ™ss T
[I 21,25 ml 5 % l] \\ A\ 1,06 LEITE DESNATADO s/ FERRO
) >>> logo apos transferéncia: imergir (lavar) NC em TBS e BLOQUEAR
> em SB com OSCILACAO por 2 h a TA°C-
>>> ADICIONAR PRIMARIO NO BLOQUEIO
Solucgido com o policlonal primario - soro anti-VTG ( 1Ab)
21,25 ml 2000 T | 1T \\ [soro anti-VTG CHAR S

>>> INCUBAR NC com OSCILACAO por 2 h a TA°C
1Ab\\ VTG-}.  NITROCEL|>>> LAVAR [(1) + 3X] com TTBS: 7 min., ¢/ OSCILACAO a TA°C




| v A0 e LAVAGEM
21,25 rl 0,85 x 6 cm): 0.5 ml(cmd)! :
ANTICORPOQ SECUNDARIO conjugado com BIOTINA (2Ab)
[ 2125 m \ \\ \\  |lrrBs B
“ 21,25 ml 3000 1 T \\  [2Ab 2Ab-BIOTINA
7 7 5> INCUBAR NC com OSCILACAO por 2 h a TAC
>>> durante a incubacao preparar o COMPLEXO que segue
>>> LAVAR 38X com TTBS: 7 min., ¢/ OSCILACAO a TA°C
Complexo Streptavidina \\ Biotina-Fosfatase alcalina ( STREPT)
21,25 ml \\ \\ \\  |ITTBS
21,25 ml 3000 1 T \\ Streptavidina (KIT)
21,25 ml 3000 1 T \\ Fosfatase Alcalina Biotinilada (KIT)

>>> INCUBAR 0 COMPLEXO por 1-3 h a TA°C ( NAO PASSAR de 3h )
>>> INCUBAR NC com OSCILACAO por 2 h a TA°C

AP-BioT-STREPT \\ BioT-2Ab \\ 1Ab \\ VTG-}

ji;1>>> LAVAR 5X com TTBS em excesso: 7 min., ¢/ OSCILACAO a TA’C

>>> 20 ml DE SOLUCAO DE COR
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ANEXO 1

ESTUDOS COM A 3-ALAd DE PEIXES
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activity observed on day 2 could be due to a rapid
increase of blood lead concentration occurring immedi-
ately after exposure. This inhibition, not subsequently
observed, could disappear through the lack of lead
accumulation in blood, the lead being removed by the
liver and kidney during the time of the experiment. On
the other hand, the similar decrease observed in control
organisms suggests that another physiological factor
could be influencing this enzymatic activity.

The results obtained in this experiment do not seem to
be in agreement with many previous studies undertaken
aimed at demonstrating that ALA-D activity is a good
indicator of lead exposure in fish (Jackim, 1973; Davies
et al., 1976; Hodson, 1976; Hodson et al., 1977; Schmitt
et al., 1984, 1993; Gonzalez et al., 1987; Rodrigues et al.,
1989; Conner and Fowler, 1994; Nagakawa et al., 1998).
Table 1 gives several references, where ALA-D enzyme
activity has been investigated in tissues of fish exposed
to lead, but it is emphasized that the results of these
studies are controversial.

In general, all these studies have reported that ALA-
D activity is depressed by lead exposure, but there is no
known threshold Pb concentration that must be
achieved to inhibit this enzymatic activity, indicating
that'within this taxa sensitivity is very different between
various tissues of the same fish and in general across the
taxa (Dieter and Finley, 1979; Wigficld et al., 1986; Blus
et al., 1991; Henny et al., 1991). The data presented in
our study cannot be compared with the data reported in
the studies cited because different reference units were
used by the authors and because the uptake routes were
different. In fact, the uptake route, chosen to enhance
the physiological response, could be further evidence of
the wide variability of results on the effect of lead on
ALA-D activity because it was not possible to demon-
strate any direct dose-response relationship between
injected lead concentration and the enzymatic activity at
the concentration used.

Some hematological alterations related to hemoglobin
synthesis and. kidney disturbances (anemia, hemoglobin
decrease, vacuolation, carriorresis, caryolisis, and pyc-
nosis in red blood cells and presence of erythroplastids)
were detected in Pb-treated toadfish and these altera-
tions were more evident during the last days of the
experimental period. These hematological pathologies
may be related to Pb increases and to histopathological
alterations in the kidney (especially in renal hemato-
poietic tissue and renal tubules). Similar hematological
alterations were observed in toadfish treated with Hg at
sublethal concentrations added to water (Sarasquete,
1982). According to many studies on the exposure of fish
to heavy metals (Ortiz et al., 1999; Hamza-Chaffai et al.,
1995; Arellano et al, 1999), the increase of lead
concentration in the liver and kidney causes an evident
degeneration of tissues at the histological level. These
results, obtained using histological techniques, were not

Table |

Relation of references from which the effect of lead on ALA-D activity in fish was reported

Experimental time

% inhibition® Route uptake

ALA-D activity inhibition

Experimental lead conc.

Tissue

Lead concentration

Reference
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40/40/35/35/74 Water, continuously flow

112 days
56 days

13/23/38/66/143 ppb +/+/+1++

10/18/31/50/92 ppb

Erythrocyte

Salmo gairdnerii
Salmo gairdnerii

Hodson (1976)

40/40/40/40/65 Water, continously flow

No data
No data

FH[ I+
R EYE

+

Erythrocyte

Hodson et al. (1977)

28 days
7 days

54/93/150/310/570 ppb

470 ppb

Lepomis gibbosus,
Carassius auraius

Erythrocyte
Erythrocyte

56 days
30 days

20/—[~/~/25
21/74/86
27/51/64

=]+
]+
)]+

_/../__

10/18/31/50/92 ppb

10/75/300 ppb
10/75/300 ppb
10/75/300 ppb

Erythrocyte

Salvelinus fontinalis

Johansson-Sjobeck and Larsson (1979) Salmo gairdnerii
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Water, continously flow

Whole blood

30 days
30 days

spleen
Head kidney

30 days
82 days

—-/27/40

50
50
S0
50

Yy
+

Distal kidney 10/75/300 ppb

Whole blood 500 ppb

Water, coatinously flow

In vitro
In vitro

Mugil auratus

Krajnovi¢-Ozreti¢ and Ozreti¢ (1980)

Whole blood 0.1/l mM
Erythrocyte

Liver
Liver

Pimelodus maculatus 5mM

Rodrigues et al. (1989)

10mM

17.3mM

Conner and Fowler (1994)

Nakagawa et al. (1998)
Burden et al. (1998)

In vitro

Ictalurus punctatus

21 days
29 days

Water, continously flow

15/30/60

No data

+H]+

3/10/30 ppb

Erythrocyte

Carassius auratus lanysdorfii

Water, continously flow

=[={+/+

29/48/121/201 ppb

Oncorhynchus mykiss (juvenil) Whole body

*Percentage approximated.



