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RESUMO

Nas ultimas décadas, PCBs e compostos organoclorados foram produzidos e usados em
todo o mundo. Devido a algumas caracteristicas como persisténcia no ambiente,
liposolubilidade, bioacumulagéo, biomagnificagdo e efeitos adversos em animais selvagens e
em populagdes humanas, estes produtos quimicos foram proibidos nos anos 70 em paises
desenvolvidos e na década de 80 no Brasil. Para avaliar o impacto de PCBs e de compostos
organoclorados em peixes da espécie Hoplias malabaricus (traira) do lago de Ponta Grossa, sul
do Brasil, este trabalho investigou a presenca destes produtos quimicos acumulados no tecido
gorduroso de figado e musculo, as reservas energéticas (lipideos totais, proteinas, glicogénio)
nos mesmos 6rgaos, a histopatologia do figado e alguns aspectos imunolégicos in vitro. Vinte e
seis moléculas de compostos organoclorados foram investigadas em 10 individuos, bem como
os congéneres de PCBs no figado e no musculo de traira. Os individuos apresentaram
alteracoes fisiologicas, lesdes do figado como fibroses tissulares, infiltracdo de leucocitos e
necroses, nao houve ocorréncia de MMC (centro dos melanomacréfagos) e MM
(melanomacroéfagos). A auséncia dos melanomacrofagos nestes individuos pode estar
relacionada com as concentracdes elevadas de compostos organoclorados neste 6rgao tais
como: dicloroanilina, simazina, alaclor, diuron e aldrin. Estes achados confirmam os efeitos
imunosupressores de compostos organoclorados. A analise quimica em o6rgaos-alvo dos
individuos expostos cronicamente nas areas afetadas por poluentes, ajuda e valida a
compreensao sobre os efeitos mensurados, constituindo a informagao essencial para relacionar
os danos com a presenga dos poluentes. Com a analise in vitro pdde-se comprovar os efeitos
destes compostos organoclorados acumulados na gordura sobre as células do sistema imune
de peixes quando disponibilizados fisiologicamente. Os extratos contendo as 26 moléculas de
organoclorados em diferentes concentragdes foram testados sobre as células do sistema imune
de Cyprinus carpio (carpa) com a intencao de verificar possiveis modulagbées ocasionadas por
estas misturas complexas. Os resultados demonstraram que estas moléculas possuem uma
atividade imunomodulatéria sobre a atividade litica dos macrofagos. No entanto, estudos mais
detalhados destes compostos devem ser realizados, para que se entenda melhor sua atuagéo
sinérgica ou antagbnica nos processos celulares imunologicos. Este trabalho mostrou também a
necessidade em realizar este tipo de estudo nos corpos d’agua no Brasil, onde os estudos sao
escassos € muito pouco se conhece quanto ao potencial toxico para as espécies nativas ou
para a populacdo humana
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ABSTRACT

In the last decades PCBs and organochlorine compounds were produced and largely
used in almost all countries. Due to their persistence, bioaccumulation, and adverse effects on
wildlife and human population, both the production and use of these chemicals were banned in
the early 1970s in developed countries and in 1980s in Brazil. In order to assess the impact of
PCBs and Organochlorine compounds in fish Hoplias malabaricus (thraira) from Ponta Grossa
lake, South of Brazil, the present work was focused on chemical analyzes, energetic budget
(lipid, proteins, glycogen), histopathological and in vitro immunological analyzes. Twenty six
molecules of organochlorine compounds plus isomers and metabolites were investigated in 10
individuals, both in liver and muscle of trahira. Individuals presented physiological alterations,
liver lesions like fibrosis tissular, necrosis and leukocytes infiltration without occurrence of MMC
(melanomacrophages center) and MM (melanomacrophages). The absence of
melanomacrophages in these individuals may be related with the high concentrations of
organochlorine compounds in this organ such as: dichloroaniline, simazine, alachlor, diuron and
aldrin. These findings confirm the reported immunosuppression role of organochlorine
compounds. According to the present work these compounds present in Ponta Grossa Lake are
bioavailable, cause damages in target organs and disturbs in the immune system of trahira. The
chemical analysis in target organs of individuals exposed chronically in areas affected by
pollutants, help and validate the understanding about the measured effects, constituting
essential information to relate the damages with the presence of pollutants. The extracts
contend 26 molecules of organochlorine compounds in different concentrations had been tested
on the cells of the immune system of Cyprinus carpio. The aim was to verify the possible
modulation role due to the complex mixtures exposure. The results had demonstrated that this
molecules pool play an immunomodulatory activity on the macrophage lytic activity. However
other studies considering also other contaminants must be done, to observe the synergic or
antagonistic performance. This work also showed the needs do develop this kind of investigation
in freshwater ecosystems in Brazil, where related data are scarce. In addition few information is
available concerning to the toxic potential of these compounds for the native species or human
population.

viii



1. INTRODUGAO

A necessidade em conservar os ecossistemas naturais e o seu manejo baseado
em estudos de biomonitoramento favoreceu o surgimento de novas areas de atuagao
como um seguimento da ecologia classica. Esta se baseia na detecgdo precoce dos
riscos para o ambiente e para a saude humana, resultado das atividades
antropogénicas, auxiliando tomadas de decisbes que va&o desde a protegdo destes
ecossistemas até medidas visando a qualidade de vida de populagdes humanas. Surge
entdo uma nova ciéncia conhecida como Ecotoxicologia, a qual visa o estudo dos
efeitos que os poluentes quimicos toxicos podem ocasionar ao ambiente, e da mesma
forma avaliar o impacto destas substancias sobre as populagdes em diferentes niveis

de organizagao bioldgica (estudos in vitro, bioensaios e em campo) (BOLS et al., 2001).

Sendo assim a avaliacdo dos efeitos de contaminantes nos ecossistemas
aquaticos vem sendo alvo de varias pesquisas na area da ecotoxicologia. Os peixes
estdo representados por mais de 21.000 espécies entre as espécies de agua doce e
marinha, e estdo presentes em quase todos os ecossistemas aquaticos incluindo os
mais poluidos. Devido a sua capacidade de adaptacdo as variagdes ambientais, os
peixes sao considerados modelos interessantes para estudos em ecotoxicologia. Em
areas poluidas os peixes encontram-se submetidos ao estresse quimico que pode
ocasionar alteragbes em oOrgaos alvos afetando diferentes sistemas, dentre eles o
sistema imune (BETOULLE, 1998).

O interesse em avaliar a contaminagao de organismos aquaticos tem também
por objetivo a vigilancia da qualidade ambiental. Uma forma eficaz de realizar esta
avaliacdo € o uso de biomarcadores de contaminagdo ambiental, os quais tém por
finalidade verificar de forma preditiva alteragdes induzidas pelos poluentes em
processos celulares e bioquimicos. A selecao apropriada destes biomarcadores se faz
baseada no mecanismo que conduz a um estado patoldgico induzido por determinados

agentes quimicos toxicos (TRAVIS,1993). A caracterizacdo destes biomarcadores



permite colocar em evidéncia precocemente o risco da poluigdo antes do surgimento de
alteracdes irreversiveis na fisiologia dos organismos, sobretudo antes que as
populacbes e comunidades, e até mesmo todo o ecossistema, sejam afetados ou

encontrem-se comprometidos.

1.1. COMPOSTOS ORGANOCLORADOS

O uso de pesticidas organopersistentes na agricultura nos ultimos 60 anos
garantiu neste periodo um aumento na produtividade, possibilitando o atendimento da
demanda alimenticia na maioria dos paises (BRANCO,1988). Apesar dos beneficios
trazidos pelo uso dos pesticidas, o problema associado a poluicdo de mananciais e a
contaminacg&o de organismos nao alvos incluindo o homem continuam sendo objeto de
grandes preocupagodes, especialmente pelo fato de que essas intoxicagdes acontecem
pela ingestdo gradativa destes produtos que contaminam a agua, o solo e uma
variedade de alimentos (RAND et al., 1985). Por volta dos anos 60, a comunidade
cientifica comegcou a acumular provas de que os efeitos téxicos dos pesticidas
organoclorados, como o DDT por exemplo, estariam ocasionando problemas aos

organismos considerados nao alvos (CARSON, 1962)

Durante o século XX, varios poluentes organicos como os bifenis policlorados
(PCBs), os pesticidas organoclorados, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAHs), os hexaclorobenzenos (HCB), diclorodifeniltricloroetano (DDT), os
dibenzofuranos policlorados (PCDFs)e as dibenzodioxinas policloradas (PCDDs) foram
produzidos e grande parte deles liberada no ambiente. Sendo assim, o emprego de
poluentes organopersistentes (POPs), nas ultimas décadas, tem promovido o acumulo
de residuos téxicos em varios ecossistemas em todo mundo. A concentracdo destes
compostos tem alcangado niveis toxicos em varios organismos terrestres, como
passaros e mamiferos, assim como em organismos aquaticos. Em geral, o receptaculo
final da maioria destas moléculas se encontra, de forma evidente, nos meios aquaticos

por aporte direto e indireto via processos atmosféricos e hidrologicos.



Esta comprovado pelo seu potencial téxico que os POPs ameagam o equilibrio
ecolégico da biosfera e a saude humana, por serem onipresentes, fracamente
biodegradaveis e apresentarem efeito toxico mesmo em pequenas doses. Além disso,
podem se acumular tanto nos organismos vivos (bioacumulagao) quanto ao longo da
cadeia alimentar (biomagnificacdo). Concentracbes elevadas de compostos
organoclorados sao pouco frequentes no meio natural, mas a sua retengdo nos
sedimentos causam uma contaminagdo a longo prazo dos ambientes aquaticos com
consequéncias diretas e indiretas sobre o0s organismos encontrados nestes
ecossistemas (BROWN et al., 2000; FLEEGER et al., 2003).

1.2. PESTICIDAS ORGANOCLORADOS E BIFENIS POLI CLORADQOS (PCBs)

No que se diz respeito aos pesticidas organoclorados como o DDT, o dieldrin, o
heptacloro, o HCB, o lindano, o aldrin e o clordano entre outros, estes sao derivados
clorados de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos ou heterociclicos. As principais
caracteristicas fisico-quimicas destas moléculas s&o primeiramente a sua grande
estabilidade frente aos agentes e fatores de degradacao fisico-quimicos e bioldgicos.
Esta estabilidade Ihes confere certa persisténcia nos ambientes naturais onde eles sao
absolutamente onipresentes, pois se propagam pelo ar, agua e pelas espécies
migratorias (PERSIC, 2004). O HCB (hexaclorobenzeno) € um fungicida que foi muito
utilizado na década de 40 com o cultivo de cereais na protecdo de sementes,
particularmente na produgéao de trigo, no entanto sua exposi¢ao esta associada a danos
no figado e no sistema nervoso de organismos nao alvos. Este composto é considerado
carcinogénico e mostra possuir efeitos tdxicos sobre a reproducédo e o desenvolvimento
animal. Em 1972 seu uso na agricultura foi proibido na Franga e em outros paises
desenvolvidos (PERSIC, 2004).

Em maio de 2001 a Convencdo de Estocolmo foi assinada e prevé que
inicialmente doze POPs seriam banidos ou teria seu uso restrito, dentre eles estdao o

DDT, aldrin, dieldrin, clordano, endrin, heptacloro, mirex, toxafeno, o HCB e seus



isdmeros, os PCBs e ainda dois subprodutos nao intencionais gerados da combustao

de matéria organica entre eles as dioxinas e os furanos.

Os PCBs fazem parte de uma familia de compostos clorados aromaticos que
possuem uma larga escala de aplicagdes industriais. Estes produtos foram sintetizados
e fabricados em escala industrial depois de 1929 e durante mais de 50 anos foram
explorados em quase todos os paises do mundo (NOBBS E CHIPMAN, 2003). Os
PCBs possuem diferentes niveis de presencga de atomos de cloro, que podem variar 1 a
10 atomos. Existem mais de 209 congéneres sendo que destes apenas 50 sao
comercializados. Gragas a sua caracteristica fisico-quimica de alta resisténcia térmica,
fraca condutibilidade elétrica e alta estabilidade quimica, os PCBs foram utilizados
como fluidos dielétricos em sistemas de transformadores e condensadores, em
sistemas de transferéncia de calor, em sistemas hidraulicos e como solventes de tintas
(PERSIC, 2004).

Os PCBs e os pesticidas organoclorados (OCs) sdo substancias altamente
lipofilicas que tém tendéncia a se acumular nos tecidos adiposos dos organismos, onde
suas concentragdes ultrapassam as concentragdes encontradas no ambiente devido ao
fendmeno de bioacumulagado. Estes compostos podem ser transportados por via tréfica
ao longo da cadeia alimentar e atingir niveis consideraveis (até mesmo toxicos) nos
tecidos dos predadores situados no topo da cadeia alimentar (incluindo os humanos)

durante o fendmeno de biomagnificagao.

Os efeitos indiretos de tal contaminagdo caracterizam-se por mudangas
comportamentais, fisiolégicas e nas interagdes competitivas e/ou relagdes
predador/presa. Estes efeitos podem induzir disturbios na composi¢cao das populacdes
e comunidades, podendo intensificar, mascarar ou revelar efeitos toxicos diretos
(FLEEGER et al., 2003). Os efeitos toxicos diretos variam com a intensidade da
impregnacao tissular nos organismos, sendo esta determinada pelas propriedades da

molécula do contaminante e pelas caracteristicas dos individuos expostos.



Na ecotoxicologia, a avaliagdo da qualidade dos sistemas aquaticos e da saude
animal tem requerido o desenvolvimento de biomarcadores para o estudo da poluigao
ambiental (BRAUNBECK E VOLKL, 1993). Isto permite que analises dos efeitos obtidos
em ensaios laboratoriais possam ser extrapoladas para condi¢bées mais realisticas do
ambiente natural. Entretanto, a maioria dos bioensaios realizados atualmente néo
considera os fenbmenos encontrados nos ecossistemas como a bioacumulacao via
cadeia trofica e negligenciam particularmente os fatores ambientais sobre a toxicidade.
A toxicidade ndo se expressa somente pelos niveis de contaminagao resultantes dos
diversos processos de acumulo, mas também pela dinAmica destes processos e pelos
mecanismos de eliminagdo e de degradagdo dos poluentes. Estes fatores sao

especificos para cada molécula e cada organismo (GOBAS et al., 1998).

O conhecimento dos mecanismos de toxicidade dos poluentes, em particular em
nivel celular, pode ser determinante na estimativa dos efeitos em diferentes niveis de
organizagao bioldégica como individuo e até mesmo de uma populagdo ou comunidade.
Assim, a toxicologia celular fornece um conceito essencial na compreensao dos
processos ecotoxicoldgicos, e os mecanismos de toxicidade dos pesticidas ndo foram
ainda totalmente elucidados. Estima-se que a ativacéo e a inibicdo de certas enzimas
sdo os principais mediadores da agao destes poluentes, cujos mecanismos toxicos
estdo igualmente implicados em transdugéao de sinais (CRUMPTON et al., 2000) ou na
organizagao do citoesqueleto (PROZIALKC et al.,, 2000). Observa-se ainda uma
diminuigdo da atividade de células fagociticas, como um dos efeitos destes poluentes
sobre o sistema imune (SHABANI E RABBANI, 2000), da mesma forma que estes
poluentes podem induzir mecanismos bioquimicos responsaveis pela apoptose tanto in
vitro como in vivo (EL-HASSAN et al., 2003).



1.3. BIOMONITORAMENTO DE POPs NO BRASIL E EM OUTROS ECOSSISTEMAS

. Poucos séo os trabalhos de biomonitoramento de POPs realizados no Brasil, a
maioria deles tem avaliado a contaminagao do solo, da agua e dos alimentos. Segundo
Indd et al. (2004), o uso indiscriminado e o langamento no ambiente de POPSs resultam
em uma contaminagdo em peixes de agua doce e também de espécies marinhas. O
aumento dos niveis de PCBs no ambiente é estimado em 3.7x10° kg (STEFANELLI et
al., 2004), mas no Brasil poucos se sabe a este respeito. Um estudo recente feito por
Costabeber et al. (2006) e Santos et al. (2006) mostrou a ocorréncia de PCBs em carne
e seus derivados, e também em queijos no estado do Rio Grande do Sul. O PCB 52 foi
o0 que apresentou maior concentragdo no estudo de Costabeber et al. (2006) em
amostras de carne e Yogui et al. (2003) descreveu a bioacumulagéo deste tipo de

poluente em golfinhos no litoral de Sdo Paulo.

Niveis altos de PCBs foram encontrados no sangue de pessoas expostas a
alimentos contaminados em regides poluidas da Italia (DONATO et al.,2006). Na
Alemanha estudos constataram a presenca de PCBs e dioxinas em leite materno e a
analise realizada no sangue das criangas expostas tiveram indices similares aqueles
encontrados no leite (LINK et al., 2005). Quando se tenta predizer o efeito dos
poluentes em um ecossistema, ndo € a concentragdo absoluta destes poluentes que
apresenta dados consistentes sobre estes efeitos, mas o mais importante € a sua
biodisponibilidade. Para que se possa mensurar esta biodisponibilidade com mais
eficiéncia o uso de biomarcadores é essencial pois respondem essencialmente a fracao
biodisponivel do contaminante (WAGNER E BOMAN,2003).

Um estudo detalhado no noroeste do estado de Sdo Paulo analisou a
contaminagéo por POPs, como HCH e seus isobmeros, DDT e seus metabdlitos e os
congéneres dos PCBs em solo e agua, avaliando a contaminagao, distribuicdo e
possiveis fontes poluidoras. Altos niveis de DDT e seus metabdlitos foram encontrados

e revelaram o uso recente destes compostos nestes ambientes (RISSATO et al., 2006).



Ainda em Sao Paulo, o monitoramento quimico realizado em sedimento, caranguejos e
bivalves mostraram concentragcdes de DDT, DDE e DDD (TAVARES et al., 1999). No
Brasil, o DDT foi banido em 1985 para o uso agricola, porém depois de 2001 com a
Convencao de Estocolmo assinada, ele passou a ser restrito apenas para o uso no
combate do vetor da malaria. Mesmo assim n&o deixou de constituir um problema,
como mostrou recentemente Villa et al. (2006), onde a contaminagao no solo por DDT
foi descrita devido ao passivo armazenado em area aberta no Mato Grosso mesmo

apos a proibigao do uso.

A maioria dos autores no pais concorda que os niveis de DDT presentes estao
relacionados ao uso durante décadas na campanha contra a malaria. Apesar de
estudos em ovos no Rio de Janeiro (VIEIRA et al., 2001); em plasma de mulheres
gravidas e no leite materno no Rio de Janeiro (PAUMGARTTEN et al., 2000;
SARCINELLI et al., 2003); e em criangas expostas através do consumo do leite no Rio
Grande do Sul (HECK et al., 2006) mostrarem niveis de DDT, nenhum estudo se refere

aos niveis em peixes de agua doce no Brasil.

Os trabalhos atuais relacionados com POPs demonstram um efeito significativo
destes poluentes em processos bioquimicos e funcionais de varios o6rgaos. Estes
trabalhos deixam evidente a grande preocupagao na exposigao a estes contaminantes,
inclusive no que diz respeito a saude humana. Como estudos em humanos sdo muito
complexos e delicados, o uso de bioindicadores pode ser a solugdo na avaliagao do
risco humano a exposi¢cao aos poluentes presentes no ambiente. O presente trabalho
tem por objetivo mostrar ndo somente os danos ocasionados pela presenca destes
poluentes, mas também relacionar as concentragdes reais encontradas nos organismos
aquaticos com estes danos. A problematica em relagdo as concentragcdes que podem
estar ocasionando os danos em organismos aquaticos e a possibilidade destes

contaminarem os humanos justifica a realizagdo do presente estudo.



1.4. SISTEMA IMUNE DOS PEIXES

O sistema imune dos teleésteos vem sendo estudado em algumas espécies de
relevancia econémica, como salmao, truta, entre outros. O mecanismo de defesa do
organismo em peixes se divide em duas respostas imunes: a nado especifica e a
especifica. Por estes organismos serem piscilotérmicos, tanto a temperatura corporal
como a atividade do sistema imune dependem da temperatura ambiente. Sendo assim
a resposta imune especifica se torna secundaria nestes organismos, pois dependem da
temperatura, a qual pode inibir a produ¢ao de anticorpos o que torna entdo a resposta
imune n&o especifica de grande importancia, pois independentemente da temperatura a
fagocitose continua ativa (BETOULLE, 1998).

1.4.1. Macréfagos e fagocitose

Os macrofagos possuem um papel crucial na resposta do sistema imune de
varias espécies, entre elas os peixes, e atuam em varios mecanismos, diretamente
destruindo as bactérias, parasitas, virus e células tumorais, bem como indiretamente
por mediadores como as interleucinas, TNFa (fator de necrose tumoral) e estes por sua
vez ativam outras células. Os macrofagos podem ainda servir como apresentadores de
antigenos aos linfocitos T (LLOBERAS et al., 2002). Para a destruicdo dos
microorganismos e células tumorais os macréfagos produzem substancias por duas
vias oxidativas separadas, uma envolve a sintese do anion superdxido (O2) e o 6xido
nitrico (NO), os quais sdo formados respectivamente pela NADPH oxidase e o6xido
nitrico sintetase (NOS), além da producgéo destas espécies reativas do oxigénio. Para
exercer sua fungdo adequadamente, os macrofagos modificam a sua morfologia e
adquirem propriedades como a habilidade de “espraiamento” e fagocitose (MORETAO
et al.,2004).

A producdo destes compostos toxicos esta acompanhada de um consumo
aumentado de oxigénio pelos macrofagos e este processo € conhecido por “burst
respiratorio” ou explosao respiratoria (ALBERTS et al., 2004). As espécies reativas do

oxigénio provém do metabolismo oxidativo durante o qual os macréfagos produzem por



redugao parcial do oxigénio, um grupo de agentes extremamente reativos. O oxigénio
singlete ('0,), o anion superéxido (O2), o radical hidroxila (*OH) e o peréxido de
hidrogénio (H202) produzidos durante o burst respiratério, sdo poderosos oxidantes de
lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Logo que eles sdo produzidos no vacuolo do
fagoécito, estes metabdlitos do oxigénio sdo os principais fatores microbicidas e este

sistema nao depende da fusdo do fagossomal/lisossoma (BETOULLE, 1998).

A fagocitose € uma fungéao biolégica que foi descoberta por Metchnikoff em 1892,
ela designa um conjunto de fendmenos que permitem a ingestao de particulas solidas
ou liquidas por células como os macréfagos, neutrédfilos e mondcitos. A fagocitose
independe da producdo de espécies reativas do oxigénio, no momento que ocorre a
fagocitose, a vesicula chamada de fagossoma, contendo o material fogocitado se

fusiona com as vesiculas lisossomais para formar o fagolisossoma (BETOULLE, 1998).
1.5. IMUNOTOXICOLOGIA

A imunotoxicologia é uma ciéncia relativamente nova e interdisciplinar que tem
por objetivo a analise ampla de fatores quimicos, fisicos e biolégicos do ambiente que
possam causar imunomodulag¢des indesejaveis. Visa proteger seres humanos e outros
animais dos efeitos prejudiciais destes fatores quimicos presentes no ambiente, como
também desenvolver métodos para a determinacédo das interagdes entre os fatores do

ambiente externo e o sistema imune (KACMAR et al.,1999).

Varios pesticidas sao conhecidos por afetarem o sistema imune resultando em
alteracdes na resposta humoral e celular. As alteragdes imunoldgicas podem resultar
em doencgas auto-imunes, hipersensibilidades ou alergias, enquanto que a supresséo
do sistema imune pode levar ao aumento da incidéncia de doencas infecciosas e até
mesmo a transformagdes neoplasicas (DEAN et al., 1982). Sendo assim o uso de
biomarcadores imunoldgicos € muito util na avaliagdo do risco toxicologico (STILLER-
WINKLER et al., 1999).
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Os peixes tém sido bastante utilizados nas analises das respostas biologicas e
bioquimicas em decorréncia da exposi¢gao aos contaminantes presentes no ambiente
aquatico (POWERS, 1989), pois apresentam um papel importante no transporte de
energia de um nivel trofico inferior para niveis superiores da cadeia alimentar (VAN
DER OOST et al., 2003). Além da avaliagdo dos niveis de poluicdo do ecossistema
aquatico, os peixes, como fonte de alimento do homem, podem servir como espécies
sentinelas para estimar o risco toxicologico para a espécie humana. Os poluentes e
principalmente as substancias organopersistentes interagem com a biota em nivel
celular, e sendo assim, as respostas celulares podem constituir ferramentas sensiveis e
satisfatorias para a deteccdo precoce da exposicdo a agentes quimicos. Estas
respostas sdo comumente utilizadas nas areas biomédicas e toxicolégicas
(HIGHTOWER E RENFRO, 1988). O sistema in vitro torna-se cada vez mais importante
para a ecotoxicologia (FENT, 2001), seja sob a forma de cultura celular primaria ou de
linhagens, e as células de peixes em especial constituem uma ferramenta importante

para a ecotoxicologia aquatica.

Numerosos sistemas fisiologicos presentes em peixes podem ser analisados
tanto nas respostas celulares como nas moleculares no caso dos estudos em
ecotoxicologia. Entre eles, o sistema imune apresenta um interesse particular (BOLS et
al., 2001). O sistema imune de peixes € bem desenvolvido e pode ser comparado em
varios aspectos ao sistema imune de mamiferos (ELLIS, 1992). Neste aspecto pode-se
supor que a sensibilidade das fungdes do sistema imune frente a contaminagao
ambiental € comparavel entre diferentes espécies. Os contaminantes ambientais s&o
conhecidos por afetarem negativamente diferentes sistemas fisiolégicos e em especial
no sistema imune que ira causar perturbagdes no estado geral da saude dos
organismos (ANDERSON, 1990; BLY et al.,, 1997; AHMED, 2000). A fungdo imune
natural ndo especifica dos organismos oferece inumeras possibilidades como fonte de
marcadores biolégicos na ecotoxicologia. Como exemplo a atividade fagocitica e a
explosédo respiratoria como biomarcadores de imunotoxicidade (FOURNIER et al.,
2000). Esta funcéo é representada nos peixes pelos leucocitos com fungao fagocitica

(macrofagos em particular), o sistema reticuloendotelial e as células citotdéxicas naturais
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(EVANS E JASO-FRIEDMANN, 1992; SECOMBES, 1996). Os mondcitos e macréfagos
representam a primeira linha de defesa iniciando a resposta inflamatéria. Quando o
processo € regulado corretamente, acaba por eliminar o patégeno via fagocitose e
explosao respiratéria (mecanismo microbicida dependente de oxigénio). Finalmente, o
sistema imune tem um papel fundamental na fisiologia dos peixes e qualquer mudanca
na sua atividade observada em nivel celular constitui uma ferramenta importante para a

avaliac&o do risco ecotoxicologico.

Os efeitos dos POPs presentes no ambiente dependem das taxas de exposicéo
dos organismos, da biodisponibilidade, da concentracdo, da metabolizacdo destes
compostos e dos mecanismos de resposta celular. Sabe-se que alguns dos
metabolitos, como os epdxidos produzidos na biotransformacdo do dieldrin e do
heptacloro possuem efeitos mais toxicos que os proprios compostos antes da
metabolizagcdo. Também pelo fato de estarem presentes em todas as regides do
planeta e por representarem grande risco a saude, varios estudos tém sido realizados,
porém a maioria deles considerando concentragdes e situagcdes longe daquelas
encontradas no ambiente natural, ou mesmo presente nos organismos contaminados
ou expostos.

A fim de aproximar da realidade, o presente trabalho propbs a analise das
respostas das células do sistema imune de peixes usando os pesticidas e seus
metabdlitos extraidos dos tecidos do figado e do musculo de trairas provenientes de
area impactada por POPs. Considerando a absorcdo destes e a sua remobilizacao e
biodisponibilidade quando existe uma demanda energética, uma vez que se encontram
concentrados em tecidos gordurosos por serem lipossoluveis, estaremos estabelecendo
uma ligacao direta com o contaminante estocado nos tecidos e os seus efeitos sobre
células do sistema imune. Desta forma estabelece-se uma situacdo mais realistica,
onde os compostos testados ja foram biotransformados ou bioativados pelo préprio

organismo e encontram-se disponiveis em estoques dentro do préprio organismo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

- Avaliar qualitativa e quantitativamente os niveis de bioacumulacao e os efeitos de
bifenis policlorados (PCBs), pesticidas organoclorados (OCs), hexaclorobenzeno (HCB)
e diclorodifeniltricloroetano (DDT) e seus metabdlicos, em figado e musculo de traira

Hoplias malabaricus, coletados em um lago nas proximidades de Ponta Grossa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar e quantificar a bioacumulagdo em figado e musculo por compostos
organopersistentes polares e menos polares e seus metabdlitos em Hoplias
malabaricus provenientes de regido impactada;

- Relacionar a presenca de POPs com o conteudo de proteinas, glicogénio e lipideos
em figado e musculo de Hoplias malabaricus;

- Avaliar os efeitos dos POPs e seus metabdlitos em figado de Hoplias malabaricus
através de histopatologia;

- Avaliar os efeitos dos extratos dos poluentes organoclorados estocados no conteudo
lipidico de figado e musculo de Hoplias malabaricus, sobre as células do sistema imune
de carpa (Cyprinus carpio);

- Mensurar a produgao de espécies reativas do oxigénio por meio da técnica do NBT
(nitro blue tetrazolium) em macréfagos de Cyprinus carpio expostos ao extrato de
figado e musculo por meio de cultivo primario;

- Avaliar a atividade fagocitica em macréfagos de Cyprinus carpio expostos ao extrato
de figado e musculo por meio de cultivo primario

- Discutir a aplicabilidade do uso da exposicéo celular a misturas complexas de POPs
extraidas do tecido gorduroso de peixes expostos naturalmente, como uma ferramenta

mais realistica na avaliacdo dos efeitos de POPs em vertebrados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MODELO EXPERIMENTAL E AREA DE ESTUDO

Foram utilizadas dez trairas (Hoplias malabaricus -BLOCH, 1794) adultas
(FIGURA 1) provenientes do municipio de Ponta Grossa, estado de Parana, sul do
Brasil (latitude 25°05'42" S e longitude 50°09'43" O). O local é impactado pelas
atividades agricola, urbana e industrial. Espécimes adultos foram coletados em agosto
de 2005 atrvés de redes, foram realizadas medidas zooldgicas e os exemplares foram
sacrificados através de pungao espinal, fez-se a excisao de figado e musculo para as

analises quimicas, fisioldgicas, histopatolégicas e imunoldgicas.

FIGURA 1. Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794). Foto Sonia Grotzner.
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A espécie Hoplias malabaricus foi escolhida por ser considerada um animal
predador, isto €, estar localizado no topo da cadeia alimentar o que a torna interessante
como uma espécie bioacumuladora e biomagnificadora de poluentes
organopersistentes. A traira apresenta uma ampla distribuigdo geografica em todo o
territério Brasileiro, podendo ser pescada o ano inteiro. Possui tolerancia a hipoxia que
esta atribuida a uma combinacao de caracteristicas tais como o baixo metabolismo e
controle muito eficiente da funcédo cardiorespiratoria. Além disso, durante situacdes
extremas, a espécie pode ser encontrada enterrada na lama (PAIVA, 1974) e possui
ainda uma grande sobrevivéncia durante longos periodos de privacédo de alimentos
(RIOS et al., 2002).

Ponta Grossa é um municipio localizado no centro do Parana, distante 130 km
da capital Curitiba, em uma regido conhecida como Campos Gerais do Parana. Possui
uma populagdo de pouco mais de 300 mil habitantes e o maior parque industrial do
interior do estado. A regido é bem irrigada por ampla rede hidrografica, onde se
destacam os rios: Tibagi, Verde, Pitangui e também o Arroio da Chapada, além das
bacias hidrograficas do Botuquara, do Rio da Morte, Arroio Terra Vermelha, Ribeirdo
Quebra-Perna, etc. No setor da industria se destaca a extragao de talco, a agroindustria
(principalmente a industria da soja, madeireiras, metalurgicas, metal-mecanico,
alimenticias, téxteis, entre outras). Seu parque industrial esta localizado préximo a
regido do Bairro Cara-Cara (WIKIPEDIA, 2006).

A lagoa onde foi realizado o estudo (FIGURA 2) foi escolhida por se encontrar
em zona industrial e rural, localizada no bairro Cara-Cara. O método de captura foi a
rede de arrasto e a maior dificuldade esteve no periodo escolhido para as coletas,

devido ao frio e chuva.
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FIGURA 2. Mapa da regido e lagoa de coleta.

3.2. EXTRACAO DE POLUENTES ORGANOPERSISTENTES E METABOLITOS

Os POPs e seus metabdlitos foram isolados da gordura do figado e musculo de
traira (H. malabaricus). Primeiramente, foi realizada a extragédo lipidica segundo o
método de Folch et al (1957) e para isso pesou-se cerca de 1g de tecido que foi
triturado em um gral com 20ml da mistura dos solventes diclorometano/metanol (2:1
v/v), foi deixado em periodo de extragdo dos lipideos durante 2 horas em temperatura
ambiente. Em seguida, filtrou-se em filtro de papel quantitativo (8um) (Quanty JP 42 —
Faixa azul/ teor de cinza: 0,00009g), o residuo foi coletado foi levado para estufa

(overnight / 60° C) e armazenado para analises de glicogénio e proteinas.

O filtrado foi recuperado em baldo e levado a total evaporagdo em rotavapor,
foram realizadas 3 lavagens com Etanol 100% para total eliminagdo da agua. O residuo
foi ressuspenso em 1 ml de Hexano e levado a uma segunda filtragem (lenta), onde
usamos uma adaptagdo com seringa de aco inox e filtro de 2 ym (FIGURA 3). Este filtro
deve ser lavado em metanol e passado por ultrassom durante 5 a 10 minutos, apds

cada amostra.
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FIGURA 3. Seringa de ago inox

O segundo filtrado é recuperado em frascos ambar de 2 ml previamente
pesados, e o filtrado é levado a secura através de nitrogénio liquido e posteriormente o
frasco é pesado para o calculo de lipidios totais. Foram coletados cerca de 0,5 g de
tecido fresco que foram levados a estufa por 24 horas a 105° C, para posterior

quantificacdo de teor de umidade.

Apés foram realizadas a extragcdo e a purificagdo por SPE (Solid Phase
Extraction) em coluna de florisil (MgO3Si) segundo método do EPA 3620 (Bond Elut
Florisil, 1 g, 200 ym tamanho da particula Varian, Les Ulis, France), primeiramente com
hexano para obter os compostos menos polares (PCBs,HCB, pp’-DDE entre outros) e
depois com uma solugao de hexano/dietiléter para os compostos mais polares (OCs e
triazinas). Os pesticidas foram identificados e quantificados em cromatografia de fase
gasosa, em Cromatégrafo Autosystem XL Perkin Elmer, equipado de detector de
captura de elétrons (®*Ni Source). O gas usado como carreador foi o nitrogénio. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 280°C e 350°C respectivamente. A
coluna capilar (PE-5 (5% fenil)-metilpolisiloxano) (30 m comprimento, 0.25 pm
espessura) da Perkin Elmer. Apds a injecao a 140°C (12 min), a temperatura do forno
do GC sobe 40°C/min até 170°C (19 min), depois 40°C/min até 200°C (25 min) e
finalmente at 45°C/min to 270°C (4min). O processo foi adaptado para o método EPA
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8081a. O limite de detecgao € de 0,05 a 0,20 g kg'1 para tecidos de peixes. Os padrdes
para OCs foram da Cambridge Isotope Laboratories (Cluzeau Info Labo Paris La
Defense, France). Apds quantificacdo, as amostras foram armazenadas em hexano a -
20°C.(Esta parte de projeto foi realizada na Franga, no laboratério de Ecotoxicologia,

Departamento de Ecologia e Evolugao — Universidade de Paris Sud Xl).

Os seguintes compostos organoclorados (OCs) proibidos ou restritos, seus
isbmeros e metabdlitos foram analisados: lindano (hexaclorociclohexano HCH);
clorotalonil; heptacloro; alaclor; aldrin; dieldrin endrin, clordano, endosulfan, nonaclor;
hexaclorobenzeno, DDTs; OCs ainda utilizados como: pretilaclor e fipronil; triazinas
(simazina; atrazina; propazina terbulilazina), uréias substituidas (diuron, dicloroanilina) e

oxadiazol (oxadiazon), além de congéneres de PCBs.
3.3. LIPIDIOS TOTAIS, PROTEINAS E GLICOGENIO

Os lipidios totais foram determinados pesando o frasco apds a extracdo com
solugao do diclorometano-metanol segundo método de Folch et de al. (1957). Apds a
extracao lipidica, os residuos livres foram filtrados e digeridos em solugdo do NaOH
(1N) para a medida de proteinas e glicogénio. A proteina foi medida segundo o método
de Lowry et al. (1951). A glicose liberada ap6s a hidrdlise enzimatica do glicogénio pela
amiloglicosidase foi determinada através do método adaptado de Hugget e de Nixon

(1957) que usam o ABTS como o cromogeno.
3.4. PROCEDIMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Foram coletados 10 espécimes adultos de traira Hoplias malabaricus com
comprimento zoolégico médio de 28,73. Amostras de figado foram preservadas em
solucao fixadora de Alfac durante 16 horas, as amostras passaram por uma bateria
crescente e etanol para desidratagéo (70% a 100%) e foram emblocadas em resina
Paraplast Plus (Sigma®). Os blocos foram cortados em secgbes de 5 uym e as laminas
coradas com Hematoxilina/Eosina. Os cortes foram observados em microscopio Zeiss

segundo metodologia descrita por Akaishi et al. (2004).
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3.5 MODELO EXPERIMENTAL PARA ANALISES IMUNOLOGICAS

Foram utilizadas carpas (Cyprinus carpio) entre 22 + 4g e 10 £ 2 cm de
comprimento zooldgico, provenientes de estacdo de cultivo em Reims, Franga. Estas
foram mantidas em tanques de 20 | contendo agua aerada com temperatura controlada
em 17° = 1° C, com fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. Os peixes foram
aclimatados em laboratério durante 10 dias antes do inicio dos experimentos. Foram
alimentadas uma vez ao dia com ragao comercial (Tetramin™, Germany). A qualidade
da agua nos tanques foram avaliadas diariamente de acordo com o método Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA — American Public Health
Association, 1989) As carpas foram sacrificadas por pungéo espinal e o rim anterior foi

retirado assepticamente.
3.6 ISOLAMENTO DAS CELULAS DO SISTEMA IMUNE

A utilizacdo de propriedades fisicas especificas, neste caso a densidade
diferente em relacao a outras células sanguineas, permitiram obter uma suspenséo rica
em macréfagos. Os macrofagos podem ser obtidos a partir de varias fontes distintas
nos peixes, incluindo sangue, 6rgaos linféides ou cavidade peritoneal. No nosso caso,
os macrofagos foram extraidos de um 6rgao linféide chamado de pronefro ou rim

anterior.
3.6.1 Macrofagos de rim anterior de Cyprinus carpio

As células fagociticas foram isoladas segundo o método descrito por Secombes
(1990). O rim anterior da carpa foi retirado sob condigbes assépticas e triturado em
filtros estéreis em 5 ml do meio de Leibovitz (L15) com anticoagulante (heparina 0,2%,
10Ul/ml). O tecido triturado foi passado por um filtro de nylon (100 um). A suspensao
celular foi entdo colocada sobre o gradiente de densidade Percoll (34/51 %, v/v). Apos
foi realizada a centrifugagcédo durante 25 minutos em centrifuga refrigerada a 4° C e em
uma velocidade de 800g. A centrifuga deve possuir um suporte adaptado para os tubos

Falcon (15 ml) e estes devem ser centrifugados horizontalmente. A interface visivel
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entre os diferentes gradientes foi coletada. Suspenséao rica em macrofagos foi lavada
por duas vezes em meio L15 (sem heparina), centrifugando durante 10 minutos a 800g.
Em seguida o precipitado foi ressuspendido em meio L15 ou em tampao fosfato (PBS)
dependendo dos testes sequenciais. Foi realizada a contagem em camara de Mallassez
em presencga de azul de Trypan (0,4%) e assim pode-se ajustar o numero de células

vivas desejadas para os testes por ml de meio L15 ou de tampao.

O gradiente de densidade Percoll (34/51 %) permite obter uma suspenséo celular
contendo 75% de células fagociticas (20% de macrofagos e 55% de neutréfilos) e 25%
de outros tipos celulares. Para o preparo do Percoll foi necessario o preparo de uma
solugao estoque, que chamamos de 100%, esta solugao é preparada a partir de 45 ml
de Percoll puro de densidade definida 1,124g/ml mais 5ml de uma solugdo tampao
HBSS (Gibco).

3.7 TESTE DO NBT (NITRO BLUE TETRAZOLIUM)

Este método permite mensurar a producgao intracelular de anions superéxidos.
Ativadas pelo PMA (Phorbol Myristate Acetate), as células fagociticas produzem os
anions superoxidos, o NBT colocado em presenca destas células é reduzido pelos
anions superoxidos em um produto insoluvel, o formazan, que possui uma coloragao
azul. A intensidade da coloragéo ¢ lida em espectrofotémetro de leitura de placas (tipo
“ELISA”) em comprimento de onda de 630 nm. Paralelamente, faz-se a medida de uma
amostra nao estimulada pelo PMA o que permite determinar a intensidade da ativacéo
das células testadas. Além disso, esta técnica apresenta a vantagem de permitir a
realizacao de inumeras incubag¢des de células fagociticas com diversas moléculas a

serem testadas.

Cada pocgo da placa de cultivo contendo 96 pogos recebeu 100 pl de uma
suspensao celular rica em macréfagos e outras células fagociticas (5 x 10° células por
ml, em meio L15 contendo P/S); as células foram incubadas com 0,1% dos extratos de
pesticidas solubilizados em DMSO. Apds 3, 24 e 48 horas de incubagao a 21° C, as

células sdo lavadas delicadamente duas vezes com meio L15 (P/S), o que elimina as
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células ndo macrofagicas e as nao aderidas. Nos primeiros 48 pogos foi colocado 100
Ml de NBT apenas e nos outros 48 pocos foi colocado 100 ul de NBT + PMA. Apds 15
minutos de incubagao a 20° C, parou-se a reacdo pela eliminagcdo das solugdes de
incubacédo e adicionou-se metanol puro (100%) para a primeira lavagem e metanol
(70%) para a segunda e terceira lavagens, apds as lavagens as células foram secas em
temperatura ambiente. O formazan de cada pogo foi solubilizado com 50 pl de KOH 2M
e 75 yl de DMSO, agitou-se a placa durante 5 minutos. A densidade o6tica da solugao foi

lida em leitor de microplaca a 630 nm tendo como branco KOH/DMSO.

A reducdo do NBT representa a explosao respiratéria dos macrofagos. Esta
producéo de radicais livres é expressa como a diferenca da densidade dtica entre os

pocos sem PMA e os com PMA.

3.8 MEDIDA DA ATIVIDADE FAGOCITICA ATRAVES DE ESFERAS
FLUORESCENTES

3.8.1 Isolamento das células fagociticas do sangue periférico de carpa (Cyprinus carpio)

A coleta de sangue em carpas foi realizada por pungéo ao nivel da artéria caudal
por meio de seringa heparinizada. A diluigdo do sangue foi em 1/5 do meio de cultura
de Leibovitz L15 complementado com Penicilina e Estreptomicina. O depdsito de 5 mL
de sangue foi diluido sobre 5 mL de Ficoll-Paque e centrifugado a 800 g durante 15
minutos + a 4°C, e a recuperagao do anel de leucdcitos procedeu-se com a ajuda de
uma pipeta Pasteur. O deposito foi colocado em um tubo Falcon de 50 mL onde foi
adicionado um volume suficiente mas indeterminado de meio L15 com P/S. A lavagem
das células leucocitarias foi por centrifugacdo a 400 g, 10 minutos + a 4°C. O
sobrenadante foi eliminado da lavagem que conttm o meio de cultura e o
remanescente de Ficoll. A ressuspensao do precipitado celular foi feita em meio L15
P/S (1 mL) e a contagem em camara de Mallassez. O teste de viabilidade celular foi

com Azul de Trypan (0,4%) com um nimero total de X.10° células/mL.



21

3.8.2 Isolamento das células fagociticas do rim anterior de carpa (Cyprinus carpio)

O rim foi dissecado e recuperado os dois I6bulos do 6rgao. Foi feita a trituragcéao
da totalidade do 6rgdo em 10 mL de meio de cultura L15 P/S com 0,2% de heparina. O
triturado (duas vezes 5 mL) foi depositado sobre um gradiente de Percoll (34%/51%).
Foi feita a centrifugacao a 800 g 25 minutos + a 4°C. A recuperagao do anel de células
fagociticas da interface entre as duas solugbes de Percoll, através de uma pipeta
Pasteur. Foi feita a centrifugacdo das células recuperadas (lavagem que permite
eliminar o Percoll) a 400 g durante 10 minutos + a 4°C. Eliminou-se o sobrenadante da
lavagem que contém o meio de cultura e o remanescente de Percoll. O precipitado
celular foi ressuspendido em meio L15 P/S (1 mL). Em camara de Mallassez foram
feitos a contagem e o teste de viabilidade celular com Azul de Trypan (0,4%) obtem-se

um ndmero de X.10° células/mL.
3.8.3 Incubacao das células com as esferas fluorescentes

As células foram incubadas com esferas de latex de 1,5 ym de didametro. Estas
esferas sao fluorescentes (excitacdo 488 nm e emissdo a 520 nm). As células sao
incubadas com as esferas numa proporcao de 100 esferas para cada célula fagocitica.
E necessario calcular a concentracdo das esferas de latex por mL utilizando a seguinte

equacao:

NUmero de esferas por mL = (6Wx10"%)/n x & x B

W = Gramas de polimero por mL (0,025 g para uma solugéo de latex a 2,5%)
0 = Densidade do latex = 1,05

n=23,14159

B =1,5 (diametro das esferas).

Antes de realizar a incubacdo, é necessario passar a solucdo de esferas no ultrasom

para separar as esferas umas das outras. As células sdo incubadas com as esferas
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durante 18 h sob ligeira agitagcao a temperatura ambiente. Ao fim de 18h, a suspenséao
de células + esferas € depositada sobre um gradiente de BSA (Bovine Serum Albumin)
3% e centrifugadas a 150g durante 8 min + a 4°C. O sobrenadante contendo somente
as células que tenham fagocitado mais ou menos esferas, € colocado numa cubeta de
medida em espectrofluorimetro e a fluorescéncia emitida pelas células que
correspondem as esferas fagocitadas € medida (excitagdo 488 nm e emissdo a 520

nm).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos realizados foram o teste t de student para as analises

quimicas e ANOVA seguido pelo pds-teste Dunnett’s para as analises imunologicas.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISES QUIMICAS

O sexo e o comprimento zooldégico dos individuos do grupo estudado estédo
representados na Tabela 1. Um total de vinte seis moléculas, seus isbmeros e seus
metabdlitos foram quantificados e os valores médios e os erros padrao encontrados no
figado e no musculo estdo apresentados respectivamente na Figura 4 e na Figura 5, e
os valores individuais na Tabela 1. Seis individuos apresentaram valores totais de
compostos organoclorados maiores que 1000 ng/g de tecido seco em figado e trés
foram encontrados no musculo, dois individuos acumularam mais de 1500 ng/g de
tecido seco no figado e um no musculo e somente um individuo acumulou mais de
2000 ng/g de tecido seco no figado (TABELA 1).

Somente o residuo de alaclor foi encontrado em amostras do figado e do
musculo de todos os individuos estudados, mas trans-heptacloro epéxido concentrou-
se no musculo e o aldrin no figado em todos os individuos estudados. A simazina foi
observada no figado de nove individuos e no musculo de oito individuos. Nove
individuos apresentaram o trans-clordano acumulado no figado e sete individuos
acumularam a dicloranilina no musculo (TABELA 1).

Todos os individuos apresentaram contaminagao por HCB tanto em figado como
em musculo, o DDT esta presente em 100% dos musculos e em 90% dos figados e
seus metabdlitos variaram entre 60% e 90% dos individuos (TABELA 2).

Dos PCBs, apenas o CB28 foi encontrado no musculo de todos os individuos, no
figado os PCBs que apresentaram maiores indices de ocorréncia foram CB28, CB101 e
CB 81 que apareceram em 90% dos individuos analisados (TABELA 3).

As figuras 6 e 7 representam as médias das concentragbes de HCB, DDT e

PCBs encontradas em figado e musculo de H. malabaricus, respectivamente.
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TABELA 2. Perfil de contaminagdo por PCBs (médias e valores maximos) de 10 individuos de
Hoplias malabaricus provenientes do lago situado em Ponta Grossa. Concentragado (ng/g de tecido seco)
de 23 congéneres. Analises cromatograficas do congénere 8 ao 180 em amostras de musculo e figado.

PCBs Misculo Figado
1 Meédia geom % individuos Ly Meédia geom % individuos
médiatsd [min-max] contaminados médiasd [min-max] contaminados

CB8 12.3+4.6 [n%'_6421] 60% 157.0£58.7 [né-5§(2)3] 80%
0.52 o 0.5 o

CB18 12.5+7.0 [nd-67.7] 60% 56.0+£26.8 [nd-205] 50%
38.3 o 38.2 o

CB28 48.0+12.4 [17-136] 100% 140.0+42.9 [nd-397] 90%

CB31-52 10.2+5.6 [n%_ljg] 40% 5.4+5.7 [n(:if)Sl 4] 10%
0.3 o 1.3 o

CB44 12.945.3 [nd-44] 50% 5984241 Do) 60%
2.3 o 33 o

CB70 17.7+5.9 [nd-44] 80% 73.9+£33.2 [nd-302] 70%
1.6 o 322 o

CB101 25.7+9.6 [nd-68] 70% 129.3£51.7 [nd-431] 90%
0.86 o 32.0 o

CBS81 25.2+11.1 [nd-98] 60% 272.8+£160.3 [nd-1513] 90%
0.4 o 2.6 o

CB77 27.3+17.5 [nd-167] 50% 127.2446.6 [nd-388] 60%
0.7 o 1.3 o

CB151 21.9+11.1 [nd-98] 60% 44.8+19.2 [nd-183] 60%
0.2 o 12.8 0

CB118 13.3£7.7 [nd-57] 50% 95.1£32.4 [nd-337] 80%

CB123 nd nd nd 7.9+7.3 [n(:i'f)74 0] 20%
0.1 o 8.4 o

CBI114 6.2+4.5 [nd-43] 40% 54.5£16.6 [nd-139] 80%
0.3 o 0.18 o

CB153 16.1£7.0 [nd-64] 50% 25.9+14.4 [nd-122] 40%

CB105 30.6+17.7 [nd0-.1457] 50% 11.5+7.8 [n%f)760] 30%

CBI37  17.6£10.1 [n%_og . 30% 10174 [n%.ogz] 20%
CBI126 nd nd 0% nd nd 0%

CBI2S 47342 [n%gle] 20% 3.844.0 [n%f)318] 10%
0.5 0.03 o

CB138 33.2+14.2 [nd-102] 50% 13.4£13.1 [nd-125] 20%

CBI67  16.8+9.7 [n%_%] 40% 23.4+10.1 [ngﬁ 6 50%

CB156 17.6+8.0 [ng;’777] 60% 20.4£10.0 [ngigO] 50%

CB157 56.5£18.3 [nd3-.1331] 70% 9.7£7.3 [n(zif)635] 20%

CB180 6.6+5.1 [n%f)427] 20% 0.5£0.6 [n(()l.-(?SIZ] 10%
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TABELA 3. Bioacumulagdo de HCB, DDT e seus metabdlitos (op’-DDD ; pp’-DDD ; op’-DDE ; pp’-DDE;
op’-DDT and pp’-DDT) em musculo e figado de Hoplias malabaricus provenientes do lago situado em
Ponta Grossa. Concentragéo (ng/g de tecido seco).

Musculo Figado
i N gy Mo
HCB 19.243.6 [9?76_'376] 100% 90.3+19.5 [8;}.2732] 100%
op'-DDE 28.8+¢10.4 [0.28(—)i9()2] 80% 175.3£76.8 [441_37019] 80%
pp"-DDE 30.5+11.9 [13_21'32] 60% 81.7+36.8 [2;_73';7] 70%
op'-DDD 17.7£5.2 [9%92_'22] 70% 32.3+12.4 [8:2101 9] 70%
pp-DDD/op'-DDT  34.1+12.6 [3_26}'1607] 90% 771652 5371 6%2] 70%
pp'-DDT 48.9£12.9 [3;3'1813] 100% 49.3+£20.0 [5.?;%'2605] 90%
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FIGURA 4. Concentracdo de compostos organoclorados em lipideos extraidos do figado de Hoplias
malabaricus. Concentragao estabelecida em ng/g de tecido seco.
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FIGURA 5. Concentracao de compostos organoclorados em lipideos extraidos do musculo de Hoplias
malabaricus. Concentracéo estabelecida em ng/g de tecido seco.
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FIGURA 6. Concentracao de HCB, PCBs, DDT e seus metabdlitos retirados de lipideos do figado de

Hoplias malabaricus. Concentragdo estabelecida em ng/g de tecido seco.
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FIGURA 7. Concentracdo de HCB, PCBs, DDT e seus metabdlitos retirados de lipideos do musculo de

Hoplias malabaricus. Concentragao estabelecida em ng/g de tecido seco.
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4.2. RESULTADOS DAS DOSAGENS DE PROTEINAS, GLICOGENIO E LIPIDIOS
TOTAIS

Os parametros fisioldgicos como lipidios totais, proteinas e glicogénio medidos
no figado e no musculo de todos os individuos estudados estdo representados nas
Figuras 8 e 9. Curiosamente o glicogénio ndo foi observado no musculo, nem se
apresentou elevado nos valores detectados no figado, observou-se proteina no figado e
no musculo, onde a quantidade mais expressiva foi encontrada no mdusculo. O
parametro mais variavel foi a presenga de lipidios totais no figado.

350 -
300 H
250 +
200 H
150 -
100 +
50 +

0 -

mg/g

Proteina Glicogénio Lipidios Totais

FIGURA 8. Distribuicdo de proteina, glicogénio e lipidios totais em figado de Hoplias malabaricus.
Concentragoes expressas em mg/g de tecido seco.

400 -
300 o
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2 200
S
100 o —
0 -

Proteina Glicogénio Lipidios Totais

FIGURA 9. Distribuigao de proteina, glicogénio e lipidios totais em musculo de Hoplias malabaricus.
Concentragdes expressas em mg/g de tecido seco.
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4.3. RESULTADOS DAS AVALIACOES HISTOPATOLOGICAS DE FiGADO DE
Hoplias malabaricus

Os achados histopatolégicos no trabalho atual mostram danos severos no figado
do Hoplias malabaricus incluindo uma incidéncia elevada de necroses, vacuolizagao
celular, fibrose hepatica, area hiperplasica, diferenciacdao tecidual e respostas
inflamatdrias (FIGURAS 10 e 11). A presenca destas lesdes mostra que os individuos
estdo expostos aos contaminantes de forma aguda e crénica. O controle usado como
referéncia do tecido hepatico de Hoplias malabaricus ja tem sido descrito por Rabitto et
al. (2005) e pode ser observada nas figuras 10A e 11A. Uma incidéncia elevada de
areas de necroses foi encontrada em todos os individuos estudados e representa uma
lesdo muito importante no estudo atual (FIGURAS 10 e 11). A presengca de
vacuolizagao celular é observada em grandes areas do tecido (FIGURAS 10C e 11E)
ou representado por focos de células alteradas (FIGURA 10D). A presenca da resposta
inflamatéria foi observada também (FIGURA 11C) na maioria dos individuos estudados.
As lesdes crbnicas importantes como diferenciacédo do tecido (FIGURA 11E e 11F),
fiborose (FIGURA 10F) e neoplasia pancreatica (FIGURA 10F) foi evidente em alguns
individuos. Os individuos nao apresentaram ocorréncia de centros de
melanomacrofagos no figado, embora estas estruturas sejam encontradas normalmente

no figado desta espécie de peixes.
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2 T meyr I ]

FIGURA 10. Corte histolégico de figado de Hoplias malabaricus. A — Tecido hepatico normal. Escala =
50um. B — Area de necrose (seta). Escala = 50um. C e D — Focos de vacuolizagéo (setas). Observa-se
infiltracdo leucocitaria (seta). Escala = 50um. E — Diferenciacdo do tecido hepatico (seta). Escala =

100um. F — Grande area de diferenciagcado e hiperplasia do tecido pancreatico ao redor de um vaso.
Escala = 100um.
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FIGURA 11. Corte histolégico de figado de Hoplias malabaricus. A — Tecido hepatico sem alteragdes.
Escala = 50um. B — Area de necrose bastante desenvolvida (seta). Escala = 50um. C — Processo
inflamatério (seta escura) e area de diferenciagao tecidual tipo neoplasica (seta branca). Escala = 50um.
D — Vacuolizagéo celular (setas). Escala = 50um. No detalhe (d) observa-se a presenga de células
necréticas (seta). Escala = 50um. E — Area de necrose bastante ja em fase de cicatrizagéo (seta branca).
As setas escuras mostram infiltragdo leucocitaria. Escala = 100um. F — Areas de diferenciagdo tecidual
avangada e invaséao leucocitaria. Escala = 100um.
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4.4. TESTES DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO PELO
METODO DO NBT

As células expostas aos extratos lipidicos de figado de Hoplias malabaricus
(FIGURA 12A), demonstraram um decréscimo no estimulo de produgdao de ROS
quando comparadas as células controle (C). Apenas a amostra F2 apresentou um
estimulo na produgdo de ROS significativa quando exposta isoladamente, na presenca
do PMA todas as amostras incluindo o DMSO tiveram uma reducgao significativa.

No tempo de exposicao de 24 horas (FIGURA 12C) as amostras F1, F2, F4 e F7
quando expostas isoladamente tiveram um aumento significativo na produgédo de ROS.
Porém quando expostas juntamente com o PMA apenas as amostras F1, F7, F8 e F9
apresentaram um aumento significativo. A amostra F2 continuou com o mesmo
comportamento daquele observado no tempo 3.

Durante a exposigao de 48 horas (FIGURA 12E), apenas as amostras F4, F6 e
F9 demonstraram um aumento significativo na produgdo de ROS. As amostras F3, F4 e
F10 apresentaram um aumento quando em presenca do PMA.

Todas as amostras de células expostas isoladamente aos extratos lipidicos de
musculo de Hoplias malabaricus (FIGURA 12B), apresentaram um aumento
significativo. As amostras M1, M3, M4 e M5 quando expostas juntamente com o PMA
tiveram um decréscimo significativo, ja as M7, M8 e M10 apresentaram um acréscimo
significativo.

Em 24 horas (FIGURA 12D), M7 e M8 apresentaram aumento significativo em
relacdo as células controles, quando expostas isoladamente aos extratos. As amostras
M1 e M7 foram as unicas que tiveram um decréscimo no estimulo na presenga de PMA.

Na exposi¢cao de 48 horas (FIGURA 12F), as amostras M7 e M8 tiveram o
mesmo comportamento em relagdo ao tempo de 24 horas de exposigdo. As amostras
M1, M3, M5, M6 e M10 mostraram um aumento significativo quando expostas

juntamente ao PMA.
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FIGURA 12. Avaliagdo da producédo das espécies reativas do oxigénio através do teste de NBT em
macréfagos de Cyprinus carpio, expostos aos extratos lipidicos de figado e musculo, contendo diferentes
concentragdes de compostos organoclorados. A; C; E — Macréfagos incubados com extratos lipidicos de
figado durante 3, 24 e 48 horas respectivamente. B; D; F - Macréfagos incubados com extratos lipidicos
de musculo durante 3, 24 e 48 horas respectivamente. * p< 0,05
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4.5. TESTE DA ATIVIDADE FAGOCITICA PELO ENSAIO DE FLUORESCENCIA

Nota-se na figura 13 que a houve uma diminuigdo significativa na atividade
fagocitica nos tempos de 24 e 48 horas de todas as amo