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RESUMO

A deltametrina (DM), um piretréide sintético, € largamente utilizada em
cultivos no Brasil, na medicina veterindria, no controle de pestes domésticas e na saude
publica, principalmente para controle de vetores. De modo geral os organismos ndo
alvos, como as espécies aqudticas sdo extremamente sensiveis aos piretrdides. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de doses subletais de deltametrina através da
atividade enzimadtica da colinesterase (ChE), glutationa S-transferase (GST) e
etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), e da migragdo celular. Analisar também a
producdo de 6xido nitrico (NO) através da estimulacdo de macréfagos “in vitro”, em
uma espécie de peixe nativo Ancistrus multispinis. Foram utilizados trés grupos
(controle, DMO,1 e DMO0,3 mg.kg™") para as andlises enzimdticas e outros seis grupos
com 10 peixes cada (controle, lipopolissacarideo - LPS, LPS+DMO0,1, LPS+DMO,3,
DMO,1 e DMO0,3 mg.kg", via IP) para a migracio celular. As colheitas de sangue,
exsudato peritoneal e tecidos (musculo, branquias e figado) foram realizadas 96 horas
apés a exposi¢do ao piretrdide. Procedeu-se a contagem total de leucécitos e de
eritrocitos, taxa de hemoglobina e hematdcrito sangiiineo, contagem total de leucdcitos
do exsudato peritoneal e andlises enzimaticas. O cultivo celular foi realizado extraindo
os macrofagos dos rins dos peixes, as cé€lulas foram ajustadas a 2x10° cel.mL™,
incubado por 24 horas (23°C). Apds este periodo foram realizados 6 tratamentos (meio,
LPS 10ug.mL", LPS+DMO0,3, LPS+ DMI, DMO0,3 ¢ DMI ug.mL™") por 48 horas,
sendo realizado a dosagem de 6xido nitrico. Os dados foram analisados por ANOVA
seguidos por teste de Bonferroni. Houve aumento significativo da atividade
colisterdsica, reducdo significativa da GST e nio houve alteragdo da EROD nos grupos
com DM. Os resultados obtidos mostraram aumento significativo de todos os grupos
tratados para os valores dos leucdcitos e eritrocitos no sangue quando comparados com
o grupo controle. Os valores da taxa de hemoglobina foram maiores nos grupos com
DM na maior dose. Nao houve alteragdes nos valores do hematdcrito. Na cavidade
peritoneal do A. multispinis existe naturalmente uma pequena populacdo de leucdcitos,
porém apdés a inoculacio de LPS a migracdo de leucdcitos aumentou
significativamente. No cultivo celular houve aumento significativo na quantidade de
nitrito de todos os grupos tratados em relacdo ao controle. O grupo LPS + DM1ug.mL"
! também apresentou um aumento em rela¢io aos outros grupos tratados. Podemos
concluir que a DM causou uma leucocitose em A. multispinis e que essa espécie € um
bom modelo para avaliar efeitos toxicos de piretroides e para estudos de migragcdao
celular. O método in vitro pode ser utilizado para avaliar efeitos potenciais de agentes
téxicos do sistema imune de peixe e, a DM mostrou ser um ativador de NO através dos
macréfagos de A. multispinis tal qual o LPS.
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ABSTRACT

Deltamethrin (DM), a synthetic pyrethroid, is widely applied in Brazilian crops, in the
veterinary medicine, in the pest control and in public health against vectors. However,
non-target species such as the aquatic organisms, mainly fish, DM is sensitive to
pyrethroids. The aim of this study was to evaluate the effect of sublethal doses of DM
through enzymatic activity of cholinesterase (ChE), gluthatione S-transferase (GST)
and ethoxiresorufin-O-deethylase (EROD), and cellular migration. The nitric oxide
(NO) was analysed through machophage stimulation “in vitro” from A. multispinis, a
native fish. Three groups of animals were used (control, DM 0.1 and DM 0.3 mg.kg™")
for enzymatic analysis, and six other groups were used (control, Lypopolissacharideo-
LPS, LPS+DM 0.1, LPS+DMO0.3, DM 0.1 and DM 0.3 mg.kg'l, IP), each one with 10
fish for cellular migration. The blood and tissues (muscle, gills and liver) were
collected 96 hours after the pyrethroid exposure. Total leukocytes and erythrocytes
count, hemoglobin rate and hematocrit, leukocytes of peritoneal exsudate, enzymatic
and histopathological analysis were carried out. Macrophages were collected from the
fish kidney, the cells 2x10° cells.mL'l, incubated for 24 h at 23°C for adherence. Six
treatments were carried out (medium, LPS 10pg.mL'l, LPS+DMO, 3, LPS+ DMI,
DMO, 3 and DMI pg.mL" ) for 48 h and the NO dosage analysed. The data were
analyzed by ANOVA followed by Bonferroni's test. It was observed a significant
increasing of the ChE activity and significant reduction of GST and no significant
alteration of EROD in the DM groups. The blood leukocytes and erythrocytes of all the
groups were significantly different to the control group. The hemoglobin levels
increased in the highest dose. There was not alteration in the values of the hematocrit.
There was naturally in the cavity peritoneal a small leukocytes population, however
after inoculation of LPS the leukocytes migration increased significantly in relation to
control animals. The NO production increased in all the treated groups in relation to
control group. The group DM 1u g.mL'1 induced a significant increase in relation to
other groups too. The DM caused a leucocytose in A. multispinis and this specie is a
good model to evaluate toxic effects of pyrethroid and to the cellular migration studies.
The “in vitro” method can be used to evaluate potential effects of toxic agents of fish
immune system. DM could be an activator of NO production of A. multispinis as LPS.



1) INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial e tecnolégico tem como conseqiiéncia a
liberacdo de dejetos industriais nas dguas e a emissdo de particulas poluentes na
atmosfera de diversos paises, em todos os continentes. A reducio da qualidade da dgua
€ evidente por causa dos dejetos. Considerando o crescimento da populagdo, das
industrias, da ciéncia e da tecnologia houve necessidade de uma demanda maior de
produtos agricolas, tais como, inseticidas, para acompanhar e controlar principalmente
o aumento da produgdo vegetal. Em decorréncia disto, ocorreram danos aos diferentes
ecossistemas devido ao desconhecimento da persisténcia e acdo destes agentes no
ambiente, ou mesmo, pela falta de planejamento de utilizagdo dos mesmos.

Segundo WILSON & TISDELL (2001) o consumo mundial de pesticidas
tem chegado a 2,6 milhdes de toneladas e deste total, 85% sao utilizados na agricultura.
No ambito da América latina, o Brasil desponta como o maior consumidor de
agrotoxicos, com um consumo estimado em 50% da quantidade comercializada nesta
regido. De um modo geral, o consumo destes pesticidas no meio rural decresce na
seguinte ordem: herbicidas > inseticidas > fungicidas. Embora os herbicidas sejam
mais utilizados, em geral a toxicidade deste grupo de substincias € inferior a dos
inseticidas. Estes englobam compostos quimicamente bastante diferenciados, que
podem ser agrupados em quatro categorias principais: os organofosforados, os
piretréides, os organoclorados e os carbamatos (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Entretanto, o crescimento do uso de pesticidas vem causando sérios danos
para o meio ambiente. Parte deste material incorpora-se as plantas e ao solo e grande
parte € transportada para os rios pelas chuvas. Os efeitos do uso de pesticidas
constituem um problema reconhecido mundialmente e agravado pela utilizagdo
inadequada dos mesmos (TSUDA et al., 1995; WILSON & TISDELL, 2001). O uso de
pesticidas na agricultura pode causar problemas de intoxica¢do em trabalhadores rurais
que manipulam e aplicam estes produtos de alta toxicidade. O risco do uso excessivo
de agrotoxicos afeta, além de agricultores, os consumidores dos produtos agricolas,
animais domésticos, os alimentos, como frutos e vegetais, as fontes hidricas e o
ecossistema como um todo (SANTOS, 1996; WILSON & TISDELL, 2001).

A preocupacdo com a contaminacio de sistemas aqudticos por inseticidas

tem crescido no meio cientifico. Estudos desenvolvidos em vdrias regides do mundo,



mostram que a porcentagem dos produtos utilizados na agricultura que atingem os
ambientes aqudticos € geralmente baixa, entretanto, pesticidas persistentes e com
grande mobilidade no ambiente tem sido detectados nas &4guas superficiais e
subterraneas. A concentracdo da maioria dos inseticidas € baixa em parte, devido ao
fato de serem menos solivel em dgua e em parte devido ao efeito de diluicdo. Isto, no
entanto, ndo exclui a possibilidade de que concentragdes elevadas venham a ocorrer,
principalmente, apds as pesadas chuvas. No entanto, mesmo em concentragdes baixas,
os inseticidas representam riscos para algumas espécies de organismos aquaticos
(DORES & FREIRE, 2001).

A intoxicagdo por pesticidas em peixes pode ocorrer de forma aguda ou
cronica. Em geral, na intoxica¢do aguda ocorre mortalidade em massa dos peixes. No
entanto, a poluicdo é um processo muitas vezes cronico, aparentemente sem danos
visiveis, podendo causar vdrios efeitos subletais (RODRIGUES, 2003). Segundo
SARAVANA BHAVAN & GERALDINE (2000) a exposi¢do de organismos
aqudticos, mesmo em concentracdes muito baixas de pesticidas, resulta em alteragdes
bioquimicas, fisioldgicas e histoldgicas em tecidos vitais.

Virios estudos estdo sendo realizados em torno dos efeitos moduladores de
agentes toxicos sobre os organismos aqudticos. Dentre estes, alguns inseticidas como
organofosforados, piretrides e carbamatos, que podem agir sobre o sistema
imunoldgico dos peixes. Porém, o exato mecanismo de acdo destes tipos de substincias
sobre o sistema de defesa ainda nao estd elucidado. No entanto, alguns autores
corroboram ao fato de que as contaminacgdes por este tipo de substancias afetam tanto

os mecanismos fisioldgicos quanto os imunoldgicos IWANA & NAKANISHI, 1996).

1.1) PIRETROIDES

Os piretrdides sdao inseticidas de origem vegetal, obtidos a partir da
trituracdo das flores de algumas plantas pertencentes ao género Chrysanthemum. O
piretro € um inseticida instiavel na luz e no ar, o que limita a sua efetividade na protecao
de lavouras e no controle de insetos. O desenvolvimento de piretrdides sintéticos €
resultado de tentativas de modificar a estrutura das piretrinas naturais, no sentido de

diminuir a fotossensibilidade, retendo a potente e rdpida atividade de inseticida e a



toxicidade aguda relativamente baixa do piretro para mamiferos (SODERLUND et al.,
2001).

Estes compostos (piretréides) apresentam amplo espectro de atividade, acdao
rdpida, eficiéncia em baixa dose, baixo poder residual e, adicionalmente, sdao
praticamente atoxicos para mamiferos, quando comparados a outros inseticidas. Apesar
da baixa toxicidade verificada para mamiferos, estudos toxicolégicos recentes com 243
pesticidas mostraram que os piretréides estdo entre os pesticidas mais toxicos para
organismos aqudticos, tais como peixes e crusticeos (WHO, 1990). Assim, o uso
indiscriminado de piretréides pode afetar drasticamente o equilibrio ja precédrio no
meio ambiente, requerendo seu monitoramento pelas andlises de seus residuos e de
seus efeitos (BARRIONUEVO & LANCAS, 2001).

O desenvolvimento de piretrdides sintéticos envolveu processos interativos
de modificacdo estrutural e avaliacdo bioldgica para que estes fossem comercializados.
A maior parte dos piretréides sintéticos foram desenvolvidos pela substituicdo de
elementos estruturais das piretrinas, os quais conservam parte da molécula original, a
forma molecular e propriedades fisicas da estrutura modelo. A inclusdo do substituinte
a-ciano (surgindo a classificagcdo de piretréide tipo II, neste caso, e tipo I, sem o grupo
a-ciano) na metade dlcool 3-fenoxibenzil, como na deltametrina, produziu compostos
com maior poténcia que a permetrina, mas apresentando ainda a mesma, instabilidade a
luz (BALINT et al., 1995).

Os piretréides sintéticos sao metabolizados muito rapidamente no figado de
mamiferos. A reacao inicial de desintoxicagdo em mamiferos € a clivagem da ligacao
éster, provavelmente por esterases, seguidas por reacdes de hidroxilacdo através do
sistema citocromo P-450 e por vdrias reacdes de conjugacdo (HIEDER et al., 2001). A
metabolizacdo de um piretréide resulta no aumento significativo de sua solubilidade
em agua, facilitando assim sua rdpida excre¢ao na urina. Além do figado, as principais
reacoes metabodlicas tém sido detectadas também nos nddulos linfaticos mesentéricos
de ratos e camundongos (KALE et al., 1999).

Os principais efeitos observados na exposi¢ao por via oral dos mamiferos
aos piretréides, aguda ou subcronica, sdo efeitos neuroexcitatorios (CLARK, 1995).
Piretréides do tipo I geralmente produzem tremores e os piretrdides tipo II geralmente
produzem convulsdes e salivagdo (SODERLUND et al., 2001). Por serem considerados
menos toxicos para humanos que os inseticidas organoclorados e organofosforados, os

piretréides tém multiplas fun¢des de uso na agricultura, na medicina veterindria, no



controle de pestes domésticas e na saide publica, principalmente para controle de
vetores (BARLOW et al., 2001). Entretanto, quando estes inseticidas sdo utilizados,
por exemplo, na agricultura, organismos nao-alvos como as espécies aquaticas podem
ser expostas. Em peixes, os piretréides sdo altamente téxicos, podendo causar efeitos
téxicos com uma dose cerca de mil vezes menor comparando-se com mamiferos
(WHO, 1990).

GASSNER et al. (1997) verificaram que os piretroides permetrina e
cihalotrina, em concentragdes até 50 mmol.L" sdo potentes inibidores do complexo I
da cadeia respiratéria, em mitocondrias de figado de rato. Por outro lado, a atividade
ATPésica nao foi afetada por estes piretrdides. A aletrina, outro piretréide sintético,
diminuiu a amplitude do edema de mitocondrias de figado de camundongo e estimulou
o consumo de oxigénio mitocondrial (SETTLEMIRE et al., 1974). O fenvalerato
diminui o consumo de oxigénio por peixes e de seus tecidos (musculo, figado, e
cérebro) (REDDY & PHILIP, 1992) e a cipermetrina (PHILIP et al., 1995) inibiu

enzimas hepdticas de peixe.

1.1.1) DELTAMETRINA

A deltametrina foi originada em 1974, com a inclusdo do grupamento
substituinte o-ciano no grupo 3-fenoxibenzil, atribuindo-lhe maior poténcia inseticida
que o composto sintetizado anteriormente (permetrina) e comercializada a partir de
1977 (SODERLUND et al., 2001).

A férmula molecular da deltametrina € CyH;9Br,NO3, quimicamente € um
1isomero (IR, cis; aS) de oito estereoisomeros ésteres do andlogo dibromo do 4cido
crisantémico, ou seja, (S)-0-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cis-3(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropano carboxilato. E preparada por esterificacio do dcido 2,2-dimetil-3-
(2,2-dibromovinil)  cicloproponacarboxilico (Br,CA) com édlcool «-ciano-3-
fenoxibenzil, ou por recristalizacdo seletiva dos ésteres racémicos obtidos da
esterificacdo de (1R, 3R ou cis)-dcido com o racémico ou dlcool —[aR, aS, ou aRS]

(SODERLUND et al., 2001).



A deltametrina € um piretréide do tipo II, sendo estavel na luz, umidade, ar,
mas instdvel em meio alcalino. Pode-se considerar algumas caracteristicas fisicas e
quimicas da deltametrina: pé cristalino, sem cor e odor, densidade (20 °C) 0,5 g/cm3 ,
massa molecular relativa igual a 505,24 , ponto de fusdo entre 98 — 101 °C, ponto de
ebulicdo acima de 300 °C, solubilidade em &4gua (20 °C) < 0,2 mg.mL'l, soluvel em
solventes organicos (WHO, 1990).

E muito utilizada em culturas vegetais como: arroz, batata, banana, cebola,
macd e soja, assim como no combate de ectoparasitas e insetos. Sendo que, foram
encontrados residuos em vérios vegetais assim como no leite bovino, em dejetos de
suinos e aves. Este pesticida pode causar danos ao meio ambiente e a saide do
trabalhador rural através do contato direto durante o manuseio e aplicacdo de tais
produtos, ou de forma indireta na populagdo em geral, através da ingestao de produtos
alimenticios contendo residuos dos pesticidas, muitas vezes acima dos limites
tolerdveis (WINSTON, 1991).

A exemplo de todos os piretroides sintéticos, a deltametrina também parece
ser degradada por hidrélise da ligacdo éster central, e reagdes de conjugacdo para
produzir metabdlitos primdrios e secunddrios soliveis em dgua que serdo excretados
através do sitema urindrio e biliar (CASIDA et al., 1983).

Tanto a por¢do acida como a por¢do dlcool da molécula de deltametrina
foram quase completamente eliminadas do organismo de ratos machos entre dois a
quatro dias ap6s administracdo média, por via oral (0,64 -1,6 mg.kg") (RUZO et al.,
1978). Por outro lado, o grupo ciano foi eliminado mais lentamente, sendo detectado
ainda oito dias ap6s a administracio de deltametrina. As principais reagdes metabolicas
da deltametrina foram: a oxidacdo, que ocorre no grupo transmetil, relativo ao grupo
carbonila da por¢do 4cida, e nas posicdes 2’-, 4’-, e 5’-da porc¢do alcool, a clivagem da
ligacdo éster, e a conversdo da por¢ao ciano em tiocianato e dcido 2-iminotiazolidina-
4-carboxilico (ITCA) (MCGREGOR, 2000). Os derivados fendlicos e o dacido
carboxilico podem ser conjugados com grupos sulfato, glicina, e dcido glucurdnico
(MCGREGOR, 2000).

O mecanismo de acdo inclui efeitos inibitérios nos receptores nicotinicos da
acetilcolina (ACh), nos receptores do dcido y-aminobutirico (GABA), nas Ca2+/Mg2+-
Adenosina Trifosfatases (ATPases) e nos canais de Ca”* voltagem-dependente, porém a

causa priméria de toxicidade sdo seus efeitos excitatérios nos canais de Na* voltagem-



dependente de insetos e vertebrados, resultando numa persistente ativagdo dos canais
de Na" e despolarizagdo da membrana (DEMOUTE, 1989).

O carater lipofilico dos piretréides favorece um ripido acesso destes
compostos aos tecidos, incluindo o sistema nervoso central. A administracao
intraperitoneal de 5-8 mg.kg™' de deltametrina, resultou em concentracdes de 0,12 -0,45
nmol.g" de tecido no cérebro de rato, causando o aparecimento dos primeiros sintomas
neurotoxicos na exposi¢ao aguda (ALDRIDGE, 1990).

ANDRADE et al. (2002) investigaram os possiveis efeitos da exposicdo de
ratas prenhes e em lactac@o a deltametrina. Os resultados mostraram que a exposicao a
baixas doses de deltametrina (1, 2, e 4 mgkg') induziu sibitas alteracdes no
comportamento reprodutivo e na fisiologia dos filhotes machos, enquanto que as maes
ndo foram afetadas.

Devido sua lipofilicidade, os piretréides tém alto grau de absorcdo nas
branquias, um fator que contribui na sensibilidade dos peixes a exposicdo aos
piretroides aquosos (POLAT et al., 2002). Apesar de ndo serem persistentes no meio
ambiente, sua toxicidade aguda em peixes € bastante alta. A deltametrina, foi
responsavel pela mortalidade de peixe Anguilla anguilla no Lago Balaton, na Hungria
nos anos de 1991 e de 1995 (POLAT et al., 2002). Residuos da substincia foram
encontrados no cérebro e figado dos peixes. Alteracdes em enzimas hepdticas foram
detectadas, bem como inibi¢ao significativa da acetilcolinesterase. Segundo BALINT
et al., (1995) a dose letal (DLsp) 96 horas da deltametrina para peixes (carpas) estd
entre 0,4 e 2,0 ug.L'1 e a DLsg para ratos estd entre 31 — 139 mg.kg'1 e 19-34 mg.kg'1
para camundongos.

REDDY & PHILIP (1994) utilizaram uma concentracdo subletal de
cipermetrina em Cyprinus carpio machos e verificaram a inibi¢do da acetilcolinesterase
(AchE) e ATPase. Estudos de MOORE & WARING (2000) avaliaram o efeito do
piretréide cipermetrina na reproducdo de salmio. Observaram que a exposi¢do dos
machos por cinco dias a concentragdo de 0,004 pg.L-1 de cipermetrina via hidrica,
reduziu a habilidade do sistema olfatério dos machos a detectar o ferormdnio tipo
PGF2a liberado pela fémea na dgua, o que resultaria no aumento plasmatico dos
hormonios sexuais no macho. Além disso, diminuiu significativamente o nimero de
ovos fertilizados. Além destes efeitos existem intimeras evidéncias de que estas
substancias quimicas podem gerar radicais livres de oxigénio e, conseqiientemente,

danos patoldgicos aos seres vivos (WINSTON, 1991). Concentracdes que causam



toxicidade em peixes (0,77 nmol.L™" e 28,7 nmol.L™") foram descritas por MESTRES &
MESTRES (1992) e GOLOW & GODZI (1994).

Efeitos neurofisiolégicos, neuroquimicos e cardiovasculares sdo associados
com a intoxicacdo em mamiferos. Aumento de alguns aminodcidos neurotransmissores
(glutamato, serotonina e dopamina) e seus metabdlitos durante a intoxica¢do foram
detectados. Doses letais de deltametrina produziram aumento da pressdo arterial em
ratos adultos e aumento dos niveis de noradrenalina e adrenalina no plasma, assim
como de glucose e lactato (BRADBURY & COATES, 1989).

Uma tnica dose de deltametrina (0,75 pg.L-1) em peixes da espécie
Channa punctatus expostos por 48 horas, causou inducdo de vdérias enzimas
antioxidantes no figado, rim e branquias. A peroxidacdo lipidica foi induzida em todos
os Orgdos, principalmente nas branquias, e a glutationa e &acido ascérbico foram
significantemente aumentados (SAYEED et al., 2003).

Segundo DAS & MUKHERIJEE (2003) peixes expostos a doses subletais de
cipermetrina podem ter pardmetros hematologicos e bioquimicos alterados. ADHIKARI et
al. (2004) observaram reducdo significativa nos valores de eritrécitos, hemoglobina e
hematdcrito de Labeo rohita expostas a cipermetrina.

Virios estudos sao relatados sobre toxicidade aguda de piretréides em
peixes. SENER URAL & SAGLAM (2005) relatam que a deltametrina € altamente toxica
para peixes, sendo que os efeitos adversos dependem da concentracdo e duragdo de
exposicdo. GOLOW & GODZI (1994) concluiram que a deltametrina foi duas vezes mais
téxica que o dieldrin para tildpias. MESTRES & MESTRES (1992) relataram doses letais
de deltametrina dissolvida em dgua por 96 horas de 0,39 pg.L™"' para Oncorhynchus mykiss,
1,84 pg L' para C. carpio e 3,50 pg.L" para Sarotherodon mossambica. SENER URAL
& SAGLAM (2005) determinaram as doses letais para trutas expostas a deltametrina entre
1 he96h deexposicio sendo de 15, 87 a 0,69 pg.L" , respectivamente. WHO (1990)
determinou a toxicidade aguda da deltametrina para O. mykiss, Salmo salar e Salmo trutta

como 0,39-2,20, 0,59-1,97 e 4,7 ug.L'l, respectivamente.



1.2) BIOMARCADORES

O crescimento da populacdo humana causou o desmatamento, a poluicao
doméstica, a industrial e a agricola, que sdo ameacas crescentes para a ictiofauna, uma
Vez que em seu percurso ha natureza estes poluentes chegam as aguas dos rios e aos
mares. Consequentemente, os animais aqudticos estdo em constante contato com
substancias estranhas ao seu organismo. Estas substancias foram denominadas
xenobiontes e incluem dentre outros, os hidrocarbonetos policiclicos aromadticos, os
flavonoéides, os piretréides e as bifenilas policloradas.

Segundo GIESY & GRANEY (1989), existem varios niveis de organiza¢ao
que podem ser afetados pelos poluentes, sendo que, em cada um destes niveis, existem
processos que podem ser empregados para monitorar ou predizer os efeitos nos
organismos, como os biomarcadores.

Segundo PEAKALL (1999), biomarcador pode ser definido como qualquer
resposta biolégica a quimicos ambientais no individuo ou em parte dele, a qual
demonstre uma alteracdo do estado normal do organismo. Se a taxa
bioquimica/fisiolégica medida nao € significativamente diferente da normal, entdo o
organismo ndo pode ser considerado como afetado, mesmo que o quimico seja
detectado no organismo, tecido ou fluido corporal.

Os biomarcadores integram sistemas bioldgicos operacionais indicando
processos de contaminacdo ou intoxicagdo, em diferentes niveis de organizacdo
biologica. Ao representar um processo constitutivo do organismo, o biomarcador
compreende uma resposta biolégica que pode ser mensurada ou detectada por diversos
métodos que compreendem a expressao de uma proteina ou alguma atividade catalitica,
ou que se utiliza alguma estrutura do sistema bioldgico para se inferir alteragdes na
organizacdo do organismo, como por exemplo, uma alteragdo morfoldgica ao nivel
tecidual, celular ou até molecular. Os métodos no campo da bioquimica e da biologia
molecular sdo, portanto, os mais utilizados para o estabelecimento e uso de uma
resposta biomarcadora (OOST et al., 2003).

Segundo STEGEMAN et al. (1992), os biomarcadores permitem detectar
uma contaminagdo ambiental, avaliar a magnitude da contaminag¢do e identificar
espécies ou populagdes em risco de contaminacao. Para que um marcador seja utilizado

de maneira eficaz ele deve possuir especificidade (deve demonstrar o efeito especifico



de um determinando contaminante), seguir uma metodologia e logistica acessivel, além
de possuir resultados que possibilitem diferenciagdo de possiveis oscilagdes
fisiolégicas.

Segundo OOST et al. (2003) os biomarcadores sdo subdivididos como:
biomarcador de exposi¢do (detecta e quantifica a presenga do xenobionte, de seus
metabolitos ou de sua interacio com componentes moleculares ou celulares em
compartimentos do organismo; infere exposi¢cdo prévia e fornece os indices de
bioacumulacdo da biota, estes determinados por métodos bioquimicos e de quimica
analitica), biomarcador de efeito (parametros bioquimicos ou fisiol6gicos mensurdveis
que correspondam a alteracdes 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) e biomarcador de susceptibilidade (indica a habilidade
inerente ou adquirida por um organismo de responder a exposicao a um xenobionte;
elucida variacdes no grau de resposta diferencial entre organismos e demonstra a
tolerancia fisioldgica adquirida ou controlada por expressao génica hereditaria).

O monitoramento da presenca de xenobiontes em ambientes aqudticos pode,
a partir de estudos com espécies residentes, beneficiar a qualidade do ambiente,
juntamente com a saide humana. A localizacdo e a determinagdo da concentraciao dos
poluentes podem assegurar a vida destas espécies, e também, um ambiente saudavel
garantindo ao homem sua utilizagdo, quer para alimentag@o, quer para o abastecimento
de dgua, quer para o lazer. Algumas agéncias ambientais, como a EPA (Environmental
Protection Agency) e o ICES (International Council for Exploration of the Sea)
recomendam a incorporacdo da andlise de biomarcadores aos novos programas de
monitoramento, como metodologias complementares, expressando o grau de toxicidade
causado por xenobiontes aos organismos ambientais.

O uso de biomarcadores bioquimicos em programas de monitoramento
oferece algumas vantagens, pois sdo, normalmente, os primeiros a serem alterados,
apresentam boa sensibilidade e relativa especificidade. Por detectarem alteragcdes
enzimadticas, os biomarcadores bioquimicos sdo considerados como sistemas de aviso
precoce, indicando a contaminag¢do do ambiente antes que ocorram danos mais severos
aos organismos e, possivelmente, ao ecossistema (MCCARTHY & SHUGART, 1990).
Dentre os marcadores bioquimicos utilizados, a atividade da colinesterase (ChE),
glutationa S-transferase (GST) e a etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) merecem

destaque, neste estudo.



10

1.2.1) ATIVIDADE COLINESTERASICA

A acetilcolinesterase possui dois locais ativos responsdveis pela degradacao
de acetilcolina: o esterdsico € o anidnico. O anidnico possui um grupo carboxila do
aminodcido aspartato ou glutamato, e tem como funcdo atrair o nitrogénio quaternario
positivo da acetilcolina. O esterdsico é composto por trés aminodcidos chamados de
triade catalitica: serina, histidina e glutamato. Este local exerce a funcdo hidrolitica da
enzima, através de forcas eletrostaticas, dipolo-dipolo, hidrofébicas, pontes de
hidrogénio e de van der Walls. Desta forma o local anidonico funciona atraindo o
substrato (acetilcolina) para ligar-se a enzima, e o local esterdsico funciona
transformando o substrato em produto. No final da reacdo, a acetilcolinesterase estara
acetilada, mas desdobra-se rapidamente em enzima livre e 4cido acético (SOREQ &
SEIDMAN, 2001).

As colinesterases sdo divididas em acetilcolinesterases que degradam
ésteres do acido acético, e em pseudocolinesterases, que hidrolisam também outros
tipos de ésteres, como as butirilcolinesterases. A acetilcolinesterase € responsavel pela
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina que permanece nas sinapses nervosas ou na
juncdo neuromuscular apds a transmissdo do impulso nervoso. Sua inibi¢do pode
resultar em uma transmissdo continua e desordenada de impulsos nervosos. A
butirilcolinesterase é encontrada, principalmente no plasma e figado. Esta enzima
possui, em média, 50% de homologia com a acetilcolinesterase, e considera-se de que a
butirilcolinesterase atua como inibidor colinesterdsico, preservando a atividade da
acetilcolinesterase (JOHNSON & MOORE, 2003). Outras diferencas existentes entre a
acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase sdo: possuem inibidores especificos,
diferentes niveis de sensibilidade ao substrato e parametros cinéticos proprios, além de
terem diferentes locais de acdo nos organismos (MASSOULIE et al., 1999).

A medida enzimdtica da acetilcolinesterase possibilita a detec¢do de efeitos
toxicolégicos subletais, mesmo sem a presenca de sintomatologia clinica. WEISS
(1958) demonstrou que peixes expostos a organofosforados (OP) apresentaram redugdo
da atividade da acetilcolinesterase (AchE) proporcional a concentragdo e ao tempo de
exposicdo. A inibi¢cdo ainda foi dependente da natureza do OP e da espécie exposta. A

remog¢ao dos peixes a um local ndo contaminado levou a regeneracdo dos niveis de
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acetilcolinesterase, sendo que o tempo de recuperagdo foi em funcdo do grau de
inibicdo e da natureza do composto. Este tipo de especificidade permite o uso de
espécies de animais como bioindicadores da presenca imediata ou recente destes
compostos no ambiente aquatico.

Apesar da inibi¢do das colinesterases, ser considerada um biomarcador
especifico para animais expostos aos organofosforados ou carbamatos, esta
especificidade tem sido questionada por alguns autores que observaram uma
diminui¢do na atividade da acetilcolinesterase em organismos aquiticos expostos a
outros contaminantes, como metais pesados, hidrocarbonetos e efluentes de inddstria
de papel (LABROT et al, 1996; GUILHERMINO et al., 1998; GALGANI &
BOCQUENE, 1990).

Sabe-se que os piretrdides ndo sdo inibidores especificos da colinesterase,
mas segundo REDDY & PHILLIP (1994), houve uma inibi¢do da colinesterase em
branquias, musculos e figados de carpas expostas a cipermetrina. SZEGLETES et al.
(1995) relataram que a deltametrina inibiu a colinesterase plasmatica de carpas em
20%. DAS & MUKHERIJEE (2003) observaram reducdo significativa da AchE no
cérebro de carpas expostas a cipermetrina. Em contrapartida, foi descrito aumento da
colinesterase em musculo de trutas expostas a cipermetrina via hidrica (DAVIES &

COOK, 1993).

1.2.2) ATIVIDADE DA ETOXIRESORUFINA-O-DEETILASE

O citocromo P450-dependente de monooxigenases (P450) é um
biomarcador bastante estudado. O citocromo, uma hemeproteina que contém ferro que,
na sua forma reduzida, juntam-se com monoxido de carbono, produzindo um composto
que absorve luz em 450nm (OMURA & SATO, 1964). Em peixes e em outros
vertebrados, o citocromo P450-dependente de monooxigenases € principalmente
encontrado no reticulo endoplasmatico (RE) e nas mitocondrias de figado, rim, cérebro
e intestino delgado, assim como em outros 6rgdos. Eles compreendem uma familia de
enzimas da fase I, as quais oxidam, reduzem ou hidrolisam substancias xenobidticas. A
fase I de reacdes normalmente transforma xenobiontes lipofilicos em compostos mais

soliveis em 4gua, para entdo sofrerem desintoxicacdo e excrec¢dao. Entretanto, alguns
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dos intermedidrios sdo altamente reativos e podem resultar em compostos altamente
toxicos e cancerigenos (BUCHELI & FENT, 1995).

Em reagdes dependentes das coenzimas NADH e NADPH, o citocromo
P450 pode transformar 4cidos graxos, esterdides, barbitdricos e outras drogas ou
xenobiontes. A expressio do citocromo P450 é reguldvel 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) e HEATH (1995). Desta
forma o citocromo P450 tem importante participacdo nas reacdes de biotransformagdo
de FASE I no figado, responsdveis pelo metabolismo de xenobiontes lipossoliveis
(MANAHAN, 2000).

As sub-familias do citocromo P450 sdo classificadas considerando: o peso
molecular monomérico, a composi¢cdo de aminodcidos, a seqiiéncia terminal de
aminodcidos, a especificidade ao substrato, a distingdo por anticorpos especificos e o
tipo de reacdo em que estdo envolvidas. Em animais aquéticos, a sub-familia CYP1A1
€ expressa cataliticamente pela atividade da etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) que
tem como substrato a 7-etoxiresorufina, participando de uma reacdo O-desalquilagcdo
(BUCHELI & FENT, 1995).

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos para avaliar a atividade deste
sistema de monooxigenases: a quantidade total de CYP1A, a atividade da EROD e a
expressdo do CYP1A (Western blots). Neste trabalho a atividade catalitica foi avaliada
pela atividade da EROD. DAYAL et al. (1999) verificaram que a administracao de
deltametrina (5, 10 e 15 mg.kg" por 7 dias ou 5 mg.kg" por 15 e 21 dias) em ratos
produziu um aumento significativo na atividade da EROD no figado. Nenhuma
alteracdo na atividade da EROD no figado foi observada em turbot expostos a
compostos nitroaromaticos (nitropirene e nitrofurantoina) injetados
intraperitonealmente (MITCHELMORE et al., 1996). A inducdo da CYP1A medida
através da atividade da EROD tem sido avaliada em vdrias espécies de peixes expostas
a diversos tipos de contaminantes (PETERS et al., 1994; FENT & STEGEMAN, 1993;
GOKSOYR & FORLIN, 1992; BINDER & STEGEMAN, 1980).
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1.2.3) ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A glutationa reduzida (GSH) € um composto tripeptidico (y-glutamil-
cisteinil-glicina) que perfaz a maior parte dos grupos tidlicos livres da maioria das
células vivas e, segundo MANAHAM (2000), participa: da desintoxicacdo de
xenobiontes organicos (reagdes de conjugacdo: biotransformacdo de FASE II); da
remogao de perdxidos pela glutationa peroxidase; da protecdo contra radiacdo ionizante
e contra eletréfilos (cations metdlicos, por exemplo); da modulacdo de atividades
enzimdticas dependentes do equilibrio redox e da manutencdo da condi¢do reduzida
dos grupos —SH de proteinas citosodlicas.

A GSH atua, portanto como um tampao oxidativo, mantendo o citosol na
condi¢do reduzida, essencial para a célula. A oxidacdo da GSH produz o dissulfeto de
glutationa (GSSQG), essa forma oxidada € produzida sob a acdo enzimatica da glutationa
peroxidase (GSHp) ou mesmo em reagdes nao catalisadas. A glutationa S—transferase
(GST) representa uma familia de enzimas homdlogas envolvidas com as reagdes de
Fase II no figado: conjugacdo da GSH com o xenobionte ou com o metabdlito
produzido na Fase I, gerando compostos mais facilmente eliminados pela bile. Pela
acdo de tioltrasferases como a GST, a GSH pode também originar compostos
dissulfidrilicos. 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
(DAGGETT et al., 1998; MANAHAM, 2000; WRIGHT et al., 2000).

A conjugacdo de um metabdlito com a glutationa reduzida (GSH) é
catalisada pela glutationa S-transferase (GST) e consiste em ligar o xenobidtico com o
GSH enddgeno. Os conjugados de glutationa podem ser excretados através da bile ou
serem convertidos a dcido mercaptdrico no rim e serem eliminados através da urina
(HABIG et al., 1974). As GST compdem uma familia de enzimas desintoxicadoras que
catalisam a conjugacdo do GSH com uma variedade de moléculas orgéanicas endogenas
e exdgenas. As GST sdo predominantemente enzimas de fracdo citosélica (95%), e
uma pequena porcdo (5%) pertence a fracdo microssomal (reticulo endoplasmaético) e
mitocondrial. As GSTs estdo largamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em plantas, bactérias, moluscos, insetos, peixes, anfibios e mamiferos

(RODRIGUES, 2003). As GST também sao responsaveis por ligar ndo-covalentemente
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substiancias como bilirrubina, hormonios tireoidianos, hormdnios esterdides, sais
biliares e pesticidas. Esta caracteristica tem como fungdo, provavelmente, o
armazenamento e o transporte destas substincias dentro das células. As GST soldveis
ou citosolicas foram agrupadas em 12 classes baseadas em seqiiéncias de nucleotideos
e de aminodcidos, nas propriedades imunoldgicas e cinéticas e nas estruturas tercidrias
e quaterndrias, sendo que as classes ¢ e T sdo encontradas exclusivamente nas plantas, a
classe 0 € encontrada exclusivamente em insetos e a classe B € encontrada
exclusivamente nas bactérias (RODRIGUES, 2003). As demais 8 classes estao
presentes em vertebrados e sdo conhecidas como classes a, u, w, 0, o, K, { e ®
(RODRIGUES, 2003).

Como revisado por HEATH (1995), exposicdes cronicas de espécies de
peixes marinhas ao cddmio, chumbo e mercurio causam acréscimo nas concentragdes
hepéaticas de GSH. Por outro lado o cddmio ja foi observado causando o efeito contrario
em Anabas testudineus, quando em exposicao aguda a altas concentragdes na dgua e
isso foi acompanhado por um acréscimo na atividade da GST. Em trutas expostas ao
zinco por via hidrica, houve acréscimo nos teores de GSH hepatica (LANGE et al.,
2002).

Muitos estudos que analisaram a GST em figado de peixe expostos a
diferentes tipos inseticidas mostraram uma inducdo enzimdtica (ANDERSSON et al.,
1985; LEAVER et al., 1992; RODRIGUEZ-ARIZA et al., 1991; SCOTT et al., 1992).
Esta resposta normalmente é esperada uma vez que a GST faz um papel importante em
desintoxicacdo e elimina¢do de xenobiontes. Porém, a inibicdo de atividade da GST
também foi relatada em branquias de mosquitofish expostos a carbofurano (RONDON-
VON OSTEN et al., 2005). Peixes parecem ser deficientes no sistema enzimético na
hidrdlise de piretréides (BALINT et al., 1995).

PARVEZ & RAISUDDIN (2006) relataram aumento significativo da GSH
em figado, rins e branquias de Channa punctata expostas a deltametrina. GOWLAN et
al. (2002) relataram aumento significativo da GST em Carcinus maenas (caranguejo)
expostos a cipermetrina em concentracdes na dgua de 50 — 500 ngL' e na

concentracdo de 10 ng.L™", injetada via intra-cefalotoracica.
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1.3) HEMATOPOIESE

Os peixes sdo desprovidos de medula dssea e de linfonodos, assim os
tecidos mieldides e linféides estdo, geralmente, associados no mesmo 6rgao, sendo o
tecido linféide de maior ou menor complexidade de acordo com a posi¢ao do peixe na
escala filogenética.

Nos teledsteos, o rim cefdlico além de tecido hematopoético possui fun¢do
enddcrina (ROCHA & FLORES, 2001) e imunolégica promovendo a interacao imuno-
enddcrina, de importancia para ambos os sistemas, atuando na producao de anticorpos
e de catecolaminas (WEYTS et al., 1999).

O rim cefélico e o baco sdo os principais 6rgaos hematopiéticos de peixes
teledsteos, uma vez que os centros hematopoiéticos desses Orgaos sao responsiveis
pela origem e formacdo dos eritrécitos, linfocitos, mondcitos, trombdcitos e
granuldcitos. A origem e maturacdo dessas células sdo chamadas respectivamente:
eritropoiese, linfopoiese, monopoiese, trombopoiese e granulopoiese. A magnitude da
atividade hematopoiética do bago e rim cefdlico difere entre as espécies de teledsteos.
Nesses peixes pouco se conhece sobre as células fonte pluripotente (células que se
dividem continuadamente), sobre as células progenitoras e sobre as células precursoras
(células geradas pela proliferacdo da célula fonte). Apesar das controvérsias, alguns
autores sugerem que os hemoblastos linféides sdo as células fontes responsaveis pela
origem e formacao das células linféides e mieléides (TAVARES & MORAES, 2004).

A eritropoiese nos teledsteos € similar a de mamiferos, pois admite-se que
os eritrcitos derivam de uma célula fonte. De acordo com o seu grau de maturacio
essas células sao denominadas de eritroblastos basofilicos, eritroblastos
policromatofilicos, eritroblastos acidofilicos (ou ortocromatofilicos), reticuldcitos (ou
eritrocitos imaturos) e eritrécitos maduros. Entende-se por célula madura aquela que se
diferenciou, tendo atingido a possibilidade de desempenhar suas funcdes especificas
(TAVARES & MORAES, 2004).

Os eritrocitos em divisao, comumente observados na circulagdo, marcam o
inicio do seu envelhecimento e a meia vida dos eritrécitos maduros varia entre as
diferentes espécies de peixes. No periodo larval, cada linhagem de diferenciacio
hematopoiética ocorre no rim cefélico, sugerindo que esse 6rgao pode ser considerado

homdlogo a medula 6ssea dos mamiferos (PADROS & CRESPO, 1996).
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A atividade hematopoiética varia entre as diferentes familias de peixes. Em
O. mykiss o rim cefalico € o principal responsavel pela hematopoiese (FORERO,
1995). No Carassius auratus (Cyprinidae, Cypriformes) o rim € o principal sitio de
formacdo de eritrécitos quando comparado com a reduzida atividade eritropoiética do
baco (HOUSTON et al., 1996). Em Oreochromis niloticus e Cirrhinus mrigala, o baco
também € Orgdo armazenador de reticuldcitos e eritrocitos. Porém, em Ictalurus
punctatus o bagco é mais ativo na destruicio de células sanguineas que na
hematopoiese, enquanto o rim € o principal 6érgdo hematopoiético e mantém reservas
de leucdcitos maduros e trombdcitos, os quais sdo liberados quando hd demanda.
Estudos em C. auratus sugerem que o rim cefdlico € o principal 6rgao neutropoiético
envolvido nos processos inflamatérios em teledsteos (TAVARES-DIAS & MORAES,
2004).

A hematopoiese sofre influéncia de diversos fatores bioldgicos e
ambientais. Em trutas, o baco e o rim cefdlico apresentaram variacdo sazonal na
distribuicao de linfécitos, sendo elevado o percentual no outono e na primavera e
reduzido nos meses de inverno e verdo. Alteracdes no meio ambiente capazes de
produzir estresse interferem na atividade hematopoiética, por exemplo, a 4gua com pH
alcalino reduz o nimero de eritrécitos e de neutréfilos maduros no rim e no baco,
enquanto os hemoblastos linféides e os reticuldcitos aumentam com o grau de acidez e
com o tempo de exposicio (DHEER et al.,, 1987). O estresse € o aumento da
temperatura ambiental provocam aumento da atividade eritropoiética do bago e do rim,
enquanto a deficiéncia de nutrientes deprimem a eritropoiese, a leucopoiese e a
trombopoiese (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Na literatura as opinides sao divergentes sobre a origem e desenvolvimento
de células sanguineas nos 6rgdo hematopoiéticos e algumas propostas sdo do século
passado. Em principio, DOWNEY (1909) estudando o tecido renal de Polyodon
spathula (Polyodontidae, Acipenseriformes) observou pequenos e grandes linfdcitos,
assim como pequenos € grandes mondcitos e concluiu que os linfécitos se
desenvolveriam formando os pequenos mondcitos. JORDAN & SPEIDLE (1924)
propuseram a idéia de que o linfécito seria a célula fonte pluripotente para todos os
tipos de células sanguineas, denominada teoria monofilética. DUTHIE (1939) propds
que uma célula pluripotente denominada grande hemoblasto linféide originaria os
granuldcitos por transformacdo direta. Apds divisdo mitdtica formaria os pequenos

hemoblastos linféides, os quais originariam os eritrcitos, trombdcitos e linfécitos.
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Posteriormente, considerou que o grande hemoblasto linféide, derivado da
transformacgdo de células reticulares, seria o precursor dos granuldcitos enquanto os
pequenos hemoblastos linféides originados de células endoteliais seriam os precursores

dos eritrocitos, linfécitos e trombécitos (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

1.3.1) HEMATOLOGIA

Os estudos hematoldgicos das diferentes espécies de peixes sao de interesse
ecologico e fisiologico, pois auxiliam na compreensdo da relacdo entre as
caracteristicas sanguineas, a filogenia, a atividade fisica, o hdbitat e a adaptabilidade
dos peixes ao ambiente. Verifica-se que as diferentes espécies de peixes mesmo que do
mesmo género, na maior parte dos casos, apresentam variagdes quanto aos valores da
quantidade de eritrocitos, seu tamanho, volume, concentracdo de hemoglobina e
hematdcrito. Tais variagOes intra-especificas podem ser atribuidas as diferentes
caracteristicas de comportamento, hdbitat, hdbito alimentar, clima e outros fatores
(TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Em 1875, Gulliver propds pela primeira vez o termo apirenemata para
classificar os animais desprovidos de eritrécitos nucleados, como os mamiferos e,
pirenemata para os animais com eritrécitos tipicamanente nucleados, tais como o0s
peixes, anfibios, répteis e aves. O sangue dos peixes telesteos € formado por
eritrécitos, leucécitos e trombécitos JAKOWSKA, 1959).

Ao penetrar na circulagcdo sangiiinea vindo dos 6rgdos hematopoiéticos, 0s
reticulocitos contém certa quantidade de ribossomos. Assim, quando corados
apresentam cor azulada, devido a basofilia do RNA, que se sobrepde a acidofilia do
pigmento hemoglobina. Isso pode ser facilmente demonstrado com azul de brilhante
cresil, o qual precipita o RNA, originando uma rede de material basofilico corado em
azul (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Os eritrocitos maduros sao as células mais numerosas no sangue. A funcao
dessas células consiste no transporte do oxigénio e do gas carbdnico, desempenhado
pelo seu componente principal, a hemoglobina. Esse padrdao tem sido observado em
grande variedade de peixes de diversos tipos de clima (TAVARES-DIAS & MORAES,
2004).



18

O tamanho e o nimero de eritrdcitos refletem a posi¢do na escala evolutiva.
Os maiores eritrécitos assim com seu menor nimero, sdo observados em vertebrados
primitivos na escala zooldgica. Possivelmente nos peixes primitivos, o sistema
circulatério seja menos eficiente. Estudos recentes demonstraram que hd relacdo
inversa entre o tamanho dos eritrocitos e a habilidade natatéria de teledsteos marinhos,
com reflexo na concentragdo de hemoglobina. As espécies mais ativas apresentam
maior nimero de eritrécitos, pois € alta a demanda de oxigénio e elevada a taxa
metabodlica. Entretanto, as espécies mais sedentdrias possuem menor quantidade de
eritrcitos, menor concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e maior
volume de eritrécitos (VCM), porque possuem pouco musculo vermelho exaurindo-se
rapidamente durante esfor¢o fisico (RAMBHASKAR & SRINIVASA-RAO, 1987).

TANDON & JOSHI (1976) estudando os eritrécitos de 33 espécies de
teledsteos, concluiram que as espécies de menor porte geralmente possuem menor
quantidade de eritrocitos que as maiores. No entanto, as espécies menores tém habitos
relativamente ativos, indo de local a outro e de alto a baixo, sendo sua demanda de
oxigénio compativel com sua quantidade de eritrécitos.

O hematdcerito também acompanha o aspecto evolutivo do peixe. Menores
valores ocorrem em peixes mais primitivos na escala evolutiva, nos de ambiente
léntico, nos sendetérios e nos betdnicos. J4 os maiores valores ocorrem em espécies
marinhas peldgicas (LARSSON et al., 1976) e ativas (RAMBHASKAR &
SRINIVASA-RAO, 1987). Muitas vezes alteracdes no hematdcrito podem ser
resultantes de mudangas no volume dos eritrécitos.

A hemoglobina é composta por duas partes principais, a globina e a unidade
heme, essa ultima € idéntica em todas as espécies de peixes até agora estudadas, mas a
proteina globina difere de espécie para espécie em teledsteos. Sendo que o sistema de
hemoglobina tem trés categorias:

- Classe I (consiste em isomorfas de hemoglobinas cujas propriedades de
oxigenacdo sdo afetadas pela temperatura, fazem parte desse grupo algumas espécies
de linguados e carpas);

- Classe II (ocorre nas trutas e enguias e sao funcionalmente heterogéneos,
seu componente anodal € sensivel a temperatura, enquanto a fracdo catodal €

relativamente ou completamente insensivel);



19

- Classe III (ocorre em poucas espécies, como nos atuns, os componentes
isomorfos s@3o comumente insensiveis a temperatura) (ALMEIDA — VAL & VAL,
1995).

A diversidade de hemoglobina em peixes pode ser conseqiiéncia do fato
desse pigmento respiratorio estar na interface entre o organismo e o ambiente e, assim
sofrer tanto a pressao fisioldgica quanto ambiental (VAL, 1996). Parece também haver
relagdo direta entre a concentracdo de hemoglobina e a atividade da espécie, as
espécies peldgicas e migradoras apresentam maiores valores que as bentOnicas
(RAMBHASKAR & SRINIVASA — RAO, 1987).

Em geral existe correlacdo entre a concentracdo de hemoglobina e o
hematdcrito, mas ndo ha diferenca estatisticamente significativa pela andlise de
regressdo, desses dois parametros, entre peixes de respiracdo aqudtica obrigatdria e
facultativa (VAL, 1999).

Observagdes em relagdo ao hematdcrito, a concentragdo de hemoglobina e
a contagem de eritrécitos podem ser bons indicadores sobre a capacidade de transporte
de oxigénio dos peixes, permitindo estabelecer relagdes com a concentragdo de
oxigénio disponivel no habitat de origem do animal (TAVARES-DIAS & MORAES,
2004).

Diversos corantes panoticos podem ser utilizados na coloragdo de extensoes
sanguineas de peixes para identificacdo e/ou contagem diferencial de leucdcitos a
exemplo de outros vertebrados. Na literatura internacional a coloracdo Giemsa ou
Giemsa — May — Griinwald sdo os comumente usados e na literatura nacional, € o
corante preconizado por Rosenfeld (1947). Porém muitas vezes necessita-se fazer
modificagdes na técnica de coloracdo empregada com sucesso na coloragdo das
extensdes de laminas sangiiineas de determinada espécie para que se obtenham bons
resultados (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Até o presente momento, conhece-se muito pouco sobre a origem € 0
desenvolvimento de leucdcitos em teledsteos. Os resultados de estudos de hematologia
e/ou de o6rgdos hematopoéticos sdo pouco conclusivos (TAVARES-DIAS et al,
2000a), mas sugerem que nao ha diferenca na hematopoiese e na formagao de células
sanguineas entre os teledsteos dulciaqiiicolas e marinhos.

Tentativas de se adotar nomenclatura propria para hematologia de peixes
foram feitas inicialmente por Jordan (1938) e Jakowska (1959), citado por TAVARES-
DIAS & MORAES, 2004. Linfocitos, neutrdfilos, mondcitos, eosinofilos e basofilos
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sao os leucdcitos, usualmente observados na circulacao dos peixes. Essa denominagao
¢ semelhante a empregada em mamiferos e outros vertebrados. Segundo TAVARES-
DIAS & MORAES (2004) a padronizacdo da terminologia para os leucdcitos € muito
importante, visto que hd grande divergéncia, principalmente para granuldcitos. Essa
situacdo dificulta a comparacdo de resultados entre diferentes autores até a mesma
espécie, devido a diversidade de técnicas para quantificacdo e identificagdo dos
leucocitos, a dificuldade da contagem diferencial de leucdcitos na distingao
morfoldgica entre linfécitos, mondcitos e trombdcitos. Portanto, a classificagdo dos
leucécitos estd sujeita a interpretacdo de cada autor, aumentando o conflito de
resultados.

Outras dificuldades somam-se a heterogeneidade dos leucdcitos, como
sugerem estudos morfolégicos e citoquimicos e ainda dificuldades em se identificar
cada tipo de granulécito somente por coloracdo de rotina. Portanto o uso combinado de
métodos de citometria de fluxo e microscopia eletronica, permitem uma melhor
caracterizac¢ao e identificacao dos tipos celulares (AFONSO et al., 1998)

Os métodos de NATT & HERRICKS (1952) recomendados para aves
foram amplamente experimentados na contagem de leucdcitos em peixes, porém ndo
permite uma coloragao satisfatéria na distin¢c@o de trombdcitos e linfécitos.

Sob microscopia comum, os linfécitos sdo células predominantemente
arredondadas, de tamanho variado, com citoplasma basofilico e sem granulagdes
visiveis. O nudcleo possui forma arredondada, cromatina densa, sendo elevada sua
relacdo com o citoplasma. Os linfocitos, em geral, apresentam projecdes
citoplasmaticas, o que facilita diferencid-los dos trombdcitos nas extensdes sanguineas.
(TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Os linfécitos de peixes participam do processo inflamatério, porém a funcao
dessas células nos peixes nao estd bem esclarecida e o estudo da sua composicao
quimica poderd auxiliar (LAMAS et al., 1994). Métodos citoquimicos demonstram
reacdo positiva para fosfatase alcalina em linfocitos de O. mykiss. As fosfatases acida e
alcalina s@o enzimas catalizadoras de ésteres de fosfato presentes nos diversos tecidos,
apresentando uma importancia na sintese de proteinas. A fosfatase alcalina esta
associada a atividade secretora e a fosfatase dcida ao processo fagocitico (AFONSO et
al., 1998).

Nos peixes teledsteos os neutréfilos sao predominantemente arredondados,

cujo citoplasma possui granula¢des acidofilicas muito finas. O nicleo apresenta forma
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de bastonete, ocasionalmente € segmentado e, em geral, excéntrico, sendo a cromatina
nuclear pouco compacta e sem nucléolo visivel. Possui grande quantidade de granulos
com dimensoes reduzidas, com ou sem estrutura cristaldide interna. O nucleo € oval,
excéntrico, eventualmente forma lobos incompletos. Em espécies das familias
Anostomidae, Pimelodidae, Erythrinidae, Ictaluridae, mugilidae, Characidae,
Prochilodontidae, Cichlidae, Cyprinidae ocorre variacdo interespecifica no percentual
de neutrofilos. Esse granuldcito aparece em todas as espécies (TAVARES-DIAS &
MORAES, 2004).

Os  heteréfilos sdo  granuldécitos que  apresentam  inclusdes
intracitoplasmaticas na forma de granulos fusiformes ou bastdes, os quais coram-se de
modo intermedidrio entra a coloragdo de eosinéfilo e baséfilo e possuem fungdes
equivalentes aos neutréfilos, como a fagocitose (GARCIA - NAVARRO &
PACHALY, 1994). Nao ¢ fécil a identificacdo deste tipo celular (TAVARES-DIAS &
MORAES, 2004).

Neutrofilia € a resposta mais comum as infec¢des em peixes. Os neutrofilos
de O. mykiss sdao os leucdcitos de maior atividade migratdria a exemplo do que ocorre
em mamiferos. Os neutréfilos podem aderir as células endoteliais e migrar para o foco
inflamatdrio atraidos por quimiotaxinas (AFONSO et al., 1998).

Nos mamiferos (LORENZI, 1999) e em peixes (VALE et al., 2002) os
neutréfilos sdo células fagociticas com importante papel na defesa contra infec¢des
(THUVANDER et al., 1978; VALE et al., 2002). Estudos com diversas espécies de
peixes demonstram a capacidade fagocitica dos neutréfilos sanguineos e / ou teciduais
ao englobar particulas antigénicas e bactérias (THUVANDER et al., 1978; LAMAS et
al., 1994; AFONSO et al. 1997; AFONSO et al., 1998; VALE et al., 2002).

Entre as espécies das familias Anostomidae, Pimelodidae, Erythrinidae,
Ictaluridae, Characidae, Prochilodontidae, Cichlidae, Mugilidae e Cyprinidae existe
uma variacao interespecifica de mondcitos. Estimativas demonstram que os menores
valores de mondcitos ocorrem em C. carpio, Hoplias malabaricus, Pilelodus
maculatus, Mugil platanus, Colossoma macropomum.

TAVARES-DIAS & MORAES (2004) relataram o mondcito como uma
célula arredondada, com citoplasma basofilico, vacuolizado, nucleo em geral
excéntrico e alongado ou esférico, foi denominada célula monocitéide. Células com
tais caracteristicas também ocorrem no sangue periférico de H. malabaricus e Astyanax

bimaculatus, ao lado de outras com caracteristicas de mondcitos propriamente ditos —
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que sdo agranuldcitos predominantemente grandes, de forma varidvel e de citoplasma
basofilico, na maioria das vezes vacuolizados.

Os mondcitos sdo considerados verdadeiras células em transito no sangue
periférico (LORENZI, 1999). Porém, alguns autores (ELSAESSER & CLEM, 1986;
SCHUTT et al., 1997) empregaram erroneamente o termo macréfago referindo-se aos
mondcitos circulantes. Em Piaractus mesopotamicus estudo citoquimico de células
mononucleares sugere que a diferenciacdo dessas células em macréfagos ocorre ainda
na circulagdo (PELLIZON et al., 2002). Todavia, estudo da morfogénese de células
sanguineas em /1. punctatus demonstra que mondcitos e macrofagos sdao células
morfologicamente distintas e somente os mondcitos podem ser encontrados no sangue
circulante, portanto o termo mondcito deve ser empregado para células circulantes e
macréfagos reservado para células diferenciadas no tecido conectivo (TAVARES-
DIAS & MORAES, 2004).

Os macréfagos possuem morfologia varidvel e sao mais ativos que os
mondcitos dos quais derivam. Assim, em alguns tecidos de mamiferos os macréfagos
estimulados adquirem o aspecto de células gigantes policariontes (LORENZI, 1999).

Reacdo inflamatdria inespecifica e resposta imunoldgica nas quais ocorre a
fagocitose, € de extrema importancia nos mecanismos de defesa do hospedeiro, pois os
mondcitos do sangue periférico transformam-se em macréfagos e migram para o foco
inflamatério. Na aqiiicultura hé interesse especial em aumentar a resisténcia a doengas
e o incremento da atividade fagocitaria de células de defesa € um aspecto importante.
Aumento da atividade fagocitica de antigenos bacterianos induzida pela liberacao de
fatores ativadores de macrofagos resulta da inoculacio de patdgenos mortos ou de seus
produtos assim como da aplicagdo de imunoestimuladores e adjuvantes (TAVARES-
DIAS & MORAES, 2004).

Os basofilos de Aristichthys nobilis sao predominantemente arredondados,
tem citoplasma rico em granulagdes finas e corando-se pacromicamente em roxo-
azulado. O nicleo geralmente é excéntrico. Apresentam citoplasma irregular, com
grandes projecOes citoplasmaticas, granulagdes esféricas, discreta formacdo de reticulo
endoplasmadtico granular e elevada quantidade de mitocondrias e ribossomos livres. O
nicleo apresenta cromatina pouco densa e raramente observa-se nucléolo. A
semelhancga dos eosindfilos, os basoéfilos estdo presentes no sangue periférico de peixes
em baixo percentual e raramente sdo encontrados (TAVARES-DIAS & MORAES,
2004).
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Em contraste com as plaquetas de mamiferos que sdo fragmentados de
células anucleadas, os trombdcitos de peixes sdo células completas. Ao microscopio de
luz comum sdo células predominantemente elipticas, com nucleo fusiforme e
hipercorado. Ultraestruturalmente, os trombdcitos apresentam formas variadas,
semelhantes aquelas descritas em microscopia comum. O contorno citoplasmatico é de
maneira geral regular, ocasionalmente possui invaginacdes € prolongamentos
digitiformes (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Virios autores sugerem que, o desenvolvimento de trombdcitos ocorra no
baco e no rim de peixes teledsteos, € em funcdo da semelhanca com os linfécitos,
erroneamente os trombdcitos sdo incluidos na contagem diferencial de leucdcitos,
portanto recentemente, dada a inexisténcia da técnica adequada para contagem e na
tentativa de amenizar tal imperfei¢cdo, leucdcitos e trombdcitos foram incluidos em um
unico bloco designado como células sanguineas de defesa orgénica, particularmente
quando a abordagem enfoca o ponto de vista da patologia, gracas as evidéncias de sua
participacao nos mecanismos de defesa (TAVARES-DIAS, 2002; TAVARES-DIAS et
al., 2000a; TAVARES-DIAS et al., 2002), entretanto ¢ indiscutivel que
fisiologicamente leucdcitos e trombocitos sdo derivados de diferentes linhagens
celulares.

A composi¢do sanguinea de peixes estd sujeita a fatores fisioldgicos e
ecologicos como o sexo, o estigio de desenvolvimento gonadal, o estresse, as
infeccdes, o peso e o comprimento corporal do peixe (MCCORMICK & NAIMAN,
1985).

Nos teledsteos o leucograma também pode ser influenciado pelo sexo, mas
os resultados sdo controversos. Os baséfilos sdo leucdcitos que parecem ndo sofrer
dimorfismo sexual. Em Clarias batrachus a contagem de leucdcitos e de trombdcitos é
influenciado pelo sexo (BHATNAGAR & SAKSENA, 1989). Em contrapartida, em
Pimephales promelas o nimero de leucdcitos e o percentual de trombdcitos nao sofrem
essa influéncia (THOMAS et al., 1999). J4 em Lepomis macrochirus somente o
percentual de eosindfilos difere entre os sexos (MURRAY, 1984)

O estdgio de maturacdo gonadal pode ser um dos principais fatores
fisiolégicos responsaveis pelas alteracdes do quadro sanguineo de peixes (RANZANI-
PAIVA et al., 1998/1999) a semelhanca do que ocorre em outros vertebrados.

O crescimento dos peixes € influenciado por fatores ambientais como a

temperatura, o fotoperiodo, o nivel de oxigénio dissolvido, bem como pela assimilagcao
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de nutrientes. Similarmente os valores hematolégicos podem ser influenciados nao
apenas pelo crescimento, mas também pelas condicdes ecofisiologicas (TAVARES-
DIAS & MORAES, 2004).

A técnica de colheita de sangue atua como fonte de variacdo de resultados
no eritrograma, principalmente no hematdcrito e na concentragdo de hemoglobina e no
leucograma tais diferengas referem-se ao tipo e uso de anticoagulantes, o uso ou ndo de
anestésicos, a forma de obtencdo de sangue, o tempo decorrido entre a colheita
sanguinea e as andlises e outros fatores. Portanto, quando se pretende determinar
valores hematoldgicos basais todos esses fatores devem ser levados em consideragdo e
padronizados (TAVARES-DIAS & SANDRIN, 1998).

Nos peixes de dgua doce C. macropomum (TAVARES-DIAS &
SANDRIN, 1998) o hematdcrito e a concentracio de hemoglobina do sangue
heparinizado sdo maiores se comparados ao sangue colhido com 4cido etilenodiamino
tetracético (EDTA 10%), para um mesmo animal.

Quando o sangue de Oreochromis aureus € colhido em frascos contendo
heparina concentrada (5000 UI/mL) o nimero de leucdcitos € maior que nos controles,
colhidos sem anticoagulante (ALLEN, 1993). A heparina inibe a formag¢do de trombina
impedindo a conversdao de fibrinogénio em fibrina. Esse anticoagulante natural dos
tecidos € o que menos afeta os eritrocitos, mas altera a morfologia dos leucdcitos em
mamiferos (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994) e interfere com a coloragdo
dos granulos de leucécitos em teledsteos.

A contagem de eritrécitos totais em hemocitdmetros é simples e niao requer
nenhum diluente especial. Pode ser feita com uso de qualquer diluente corante, apenas
para facilitar a visualizacdo dessas células. Assim, pode ser usado como diluente a
solucdo de cloreto de sédio 0,65%, concentracdo usualmente adotada para peixes de
dgua doce. Porém o diluente desenvolvido por NATT & HERRICKS (1952),
especialmente para peixes, ndo causa distor¢des nos eritrocitos e por isso € o método
recomendado para padronizar métodos hematoldgicos para peixes. A metodologia de
colheita sanguinea adequada é de extrema importancia, uma vez que O eritrograma
pode sofrer influéncia quanto ao tipo e uso de anticoagulantes, o uso ou ndo de
anestésicos, a forma e o local de obtencdo do sangue, o tempo decorrido entre a
colheita do sangue e as andlises (TAVARES & MORAES, 2004).

Valores de eritrdcitos totais de peixes podem ser afetados por outros

poluentes, como em O. mykiss apds exposicdo aguda ao aluminio e em Labeo rohita,
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apds exposicdo a teores subletais de cipermetrina e carbofurano (ADHIKARI et al.,
2004). Em adicao, CHOWDHURY et al. (2004) discutem que outros mecanismos de
toxicidade podem estar associados com a capacidade de transporte de oxigénio, como
no caso em que o Cd™, apés exposicdo tréfica de O. mykiss, interage com
hemoproteinas em células que desencadeiam a expressao do hormdnio eritropoetina,
uma precursora da produgdo de eritrécitos e hemoglobina durante deficiéncia de
oxigénio (hipoxia). H4 evidéncias de que o H3C-Hg" tenha causado alteragdes na
atividade hematopoiética e no mecanismo de renovacao do estoque de eritrocitos em
circulacdo de H. malabaricus, ap6s 70 dias de exposi¢do pela dieta (COSTA, 2006).
Sabe-se que alteracdes nos valores da contagem de leucdcitos apds exposicdes a
poluentes podem estar associadas a um decréscimo em imunidade ndo especifica de
peixes. Observou-se um aumento consistente no valor de leucécitos em H. malabaricus
expostas ao H;C-Hg". E considera-se que este aumento de leucdcitos caracteriza uma
imuno-estimulacgao, e relaciona-se com a ocorréncia de danos teciduais como necroses,
relatadas em diferente tecidos de trairas expostas ao H3;C-Hg" (COSTA, 2006;
OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002a). Segundo WEDEMEYER et al. (1990) o aumento
de leucdcitos € reconhecido como um sensivel indicador de estresse em peixes, 0 que
também foi constatado por ADHIKARI et al. (2004) em L. rohita expostos a pesticidas
e por CHOWDHURY et al. (2004) em O. mikiss expostos ao Cd"" de forma cronica.
MATAQUEIRO (2002) ndo observou alteragdes hematolégicas em pacus expostos ao

inseticida paration.

1.3.2) MIGRACAO CELULAR

O sistema imunoldgico funciona como um sistema vigilante contra invasao
de patdgenos, toxinas, lesdes ou danos ambientais que perturbam a homeostase do
organismo, procurando realizar a destrui¢@o rapida e eficiente dos mesmos. As células
do sistema imune sdo os leucocitos, células derivadas da medula dssea que incluem
células mieldides (neutréfilos polimorfonucleares - PMNs, mondcitos, eosindfilos e
basofilos) e linfécitos (BROWM, 1997).

Para realizar a fun¢do de defesa, as células do sistema imune devem migrar

através dos tecidos. Os macréfagos, por exemplo, migram normalmente através dos
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tecidos removendo células apoptdticas ou necréticas e proteinas desnaturadas. Uma das
caracteristicas do sistema imune €é a migracdo celular, um processo que exige eventos
de adesdo transitdrios, reguldveis e reversiveis (BROWM, 1997).

Os fagdcitos sdo os leucdcitos responsaveis pela ingestdo e degradacdo da
matéria particulada, defendendo contra infec¢des, e amplamente distribuido ao longo
de todos os filos do reino animal. Portanto, também para os vertebrados, incluindo os
peixes, os fagdcitos integram a primeira linha de defesa contra agentes infecciosos que
tenham ultrapassado as barreiras naturais do hospedeiro (GREENBERG &
SILVERSTEIN, 1993). Os fagdécitos dos mamiferos sio os macréfagos e os
granulécitos neutréfilos, e nos peixes, como provavelmente em todos os seres
celomados, os macréfagos, em conjunto com os neutrdfilos constituem o principal
sistema antimicrobiano (AFONSO, 1999).

Um componente importante da imunidade inata considerado € a inflamacao.
A inflamagdo € um grupo complexo de moléculas e eventos celulares que sdo
designados para limpar lesdes teciduais, facilitar o processo de reparagdo e proteger o
hospedeiro da invasdo por microorganismos. A inflamacdo envolve vasodilatacdo,
aumento da permeabilidade vascular, ativacdo de plaquetas e infiltracdo de células
fagociticas no local da lesao (BOLS et al., 2001). Quando ocorre um estimulo
inflamatorio, os PMNs sdo as primeiras células que extravasam os vasos sangiiineos
através da interacdo com as células endotelias. A migracdo de neutréfilos € um
processo multimediado, regulado por varios mediadores liberados no foco inflamatério
(PERRETTI, 1997).

Os macrofagos residentes sdo considerados células de alarme, responsdveis
por iniciar a migracdo de neutréfilos no sitio inflamatério, pois foi demonstrado que
esta resposta, induzida por diversos estimulos, depende no nimero de macréfagos
locais, pois a reducdo do seu nimero e/ou fungdo através do uso de soro anti-
macrofago provoca diminui¢do na migragdo de neutrdfilos (SOUZA & FERREIRA,
1985). A capacidade de macréfagos alveolares de diversas espécies, em gerar fatores
quimiotdticos para PMNs foi confirmado para uma variedade de estimulos, porém, este
fato ndo € restrito a macréfagos alveolares, ja que este evento foi observado na
cavidade peritoneal em resposta ao lipopolissacarideo (LPS) (RUSSO, 1980).

De acordo com WEDEMEYER et al. (1990), a supressdo do sistema
imunolégico aumenta a susceptibilidade de peixes a patdgenos, um aspecto importante

quando se considera a presenca de xenobiontes em ecossistemas aqudticos. A



27

imunossupressao foi observada em A. bimaculatus expostos ao tributil-estanho (TBT)
apos doses similares administradas por via intraperitoneal (OLIVEIRA RIBEIRO et al.,
2002b), mas nao foi observada em H. malabaricus apds exposi¢cdo trofica ao TBT
(RABITTO et al., 2005).

A maior parte dos macrdfagos residentes deriva de mondcitos circulantes,
os quais sdo provenientes da divisdo de células precursoras, os monoblastos, na medula
Ossea em mamiferos. Quando os mondcitos deixam o sangue circulante e entram nos
tecidos, tornam-se macréfagos. Estudos cinéticos quantitativos em mamiferos
demonstram que 72% dos mondcitos que deixam a circulacdo tornam-se células de
Kupffer (macréfagos localizados no figado), 25% macréfagos de bago, 15%
pulmonares e aproximadamente 7% macrofagos peritoneais (VAN FURTH, 1985).

Como nos mamiferos, os macréfagos dos salmonideos sdo células que
derivam dos mondcitos e sao residentes dos tecidos e cavidades naturais (AFONSO,
1999). Os neutréfilos dos salmonideos sdo granuldcitos fagociticos, cujo ndmero
aumenta rapidamente nos locais lesados ou infectados (AFONSO et al., 1998).
Trabalhos in vitro mostraram que, nos salmonideos, os neutréfilos foram capazes de
migrar, fagocitar e produzir radicais livres de oxigénio e que este mecanismos foram
aumentados apds a opsonizacdo (LAMAS & ELLIS, 1994).

Em peixes a resposta inflamatdria no sangue ja foi avaliada por injecao de
carvao coloidal (ELLIS et al., 1976), carragenina (TIMUR et al., 1977), LPS de
Escherichia coli, querosene e carragenina (WHITE et al., 2004), Vibrio alginolyticus
(MACARTHUR et al., 1985), parafina liquida (SUZUKI, 1986), LPS de Escherichia
coli (BRUNETTI et al., 1994), B-glucano de Saccharomyces cerevisiae e LPS de
Salmonella typhimurium (PAULSEN et al., 2001). O conhecimento das caracteristicas
hematoldgicas € ferramenta fundamental para a discussdo sobre a resposta ao estresse e
a reacdo inflamatoria, sendo que os peixes respondem de diferentes maneiras de acordo
com o estimulo de estresse (CARNEIRO & URBINATI, 1998; MARTINS, 2000;
MARTINS et al., 2001; GOMES et al., 2003).

Embora seja conhecido que os neutréfilos estdo presentes no bago e rim dos
peixes, hd pouca referéncia para neutréfilos fora da circulacao. No entanto, AFONSO
et al. (1997) relataram que a cavidade peritoneal de truta arco-iris possui uma
populacdo celular residente composta por linfécitos, macréfagos e neutréfilos. Sendo

que os macréfagos representavam cerca de 40% e os neutréfilos cerca de 2% do total
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de leucécitos peritoneais. Estes resultados sdao semelhantes aos encontrados em
cavidades peritoneais de mamiferos em repouso (PESTANA, 1994).

Segundo AFONSO et al. (1999) a resposta dos leucécitos fagociticos a
inflamacdo aguda produzida na cavidade peritoneal da truta arco-iris pela injecao de
agentes flogisticos € caracterizada pelo aumento precoce no nimero de neutréfilos,
seguida mais tarde por um aumento menor no numero de macréfagos. Relatam também
a impossibilidade de se fazer as contagens diferenciais em extensdo de laminas, porém
conseguiram quantificar pelo método indireto da neutrofilia peritoneal, utilizando um
espectofotdmetro para quantificacdo da atividade da peroxidase.

No Brasil, MATUSHIMA & MARIANO (1996), MARTINS (2000) e
MARTINS et al. (2001) demonstraram a resposta inflamatéria induzida pela
carragenina na bexiga natatéria de O. niloticus, P. mesopotamicus € no hibrido
tambacu, respectivamente. MATUSHIMA & MARIANO (1996) observaram migragao
de leucécitos e trombdcitos para a bexiga natatéria de O. niloticus trés horas apds
injecdo de carragenina. JENKINS & KLESIUS (1998) verificaram que esqualene foi o
irritante que mais provocou migracdo de leucécitos em I punctatus, sendo que
AFONSO et al. (1998) observaram esse efeito com adjuvante incompleto de Freund em
0. mykiss. Quando MATSUYAMA & IIDA (1999) injetaram E. coli morta na
cavidade de O. niloticus também observaram migracdo de leucdcitos, além de
degranulacdo de cé€lulas granulares eosinofilicas. CHADZINSKA et al. (2000) e VALE
et al. (2002) observaram respectivamente aumento no ndmero de leucdcitos na
cavidade peritoneal de C. auratus e Dicentrarchus labrax injetados com tioglicolato e
Photobacterium danselae. KUROGI & IIDA (2002) estudando os efeitos do implante
de cortisol em tildpia injetada com E. coli na bexiga natatéria verificaram que a
manutencdo do hormdnio no sangue dos peixes reduziu o nimero de leucdcitos.

Os estudos sobre a resposta inflamatoria em trutas e carpas demonstraram
que a carragenina (MARTINS, 2000) e o LPS sdo os principais estimuladores da
migracdo de células até o momento. Apesar do tioglicolato também estimular, algumas

vezes seus valores equivalem se aos controles (MARTINS et al., 2001).
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1.3.3) CULTIVO CELULAR

Os fagdcitos envolvidos na resposta inflamatdria, que acompanha a infeccao
sao sempre fagdcitos estimulados. Os macréfagos dos peixes como os dos mamiferos
sdo suscetiveis de serem ativados quer in vivo, quer in vitro (SECOMBES, 1987),
distendendo-se, aumentando a sua aderéncia a superficies plasticas ou de vidro,
fagocitando rapidamente, desencadeando a explosdo respiratéria com producdo do
anion superdxido e de outros radicais de oxigénio, e aumentando a sua capacidade
bactericida e larvicida (SECOMBES & FLETCHER, 1992).

No contexto da interagdo/cooperacdo entre macrofagos e neutrdfilos, €
importante ressaltar que os dois fagdcitos provém de uma célula precursora em
comum. O tipo de interagdo/cooperacdo que foi observada nos exsudatos peritoneais
inflamados de truta e de robalo, exsudatos em que os dois fagécitos coexistem em
nimero elevado, foi a transferéncia de neutréfilos e de material neutrofilico para os
macréfagos (AFONSO et al., 1998). Esta transferéncia pode representar uma vantagem
adicional para o hospedeiro, inclusive porque o macréfago é uma célula de vida muito
mais longa que a do neutrofilo.

O conjunto de atividades desenvolvidas pelos fagdcitos tem como passo
final a sua morte. Terminado o periodo em que estes leucdcitos sdo chamados a
intervir, e em parte por eles proprios poderem representar um perigo para o hospedeiro,
a sua entrada em apoptose € essencial, de forma a que a normalidade seja restabelecida.
Portanto a apoptose ou morte celular programada € um conceito funcional da maior
importancia numa estratégia de eliminacdo das partes (células desnecessdrias), em
favor da sobrevivéncia do todo (o individuo) (COHEN & DUKE, 1992). O neutréfilo
aumenta drasticamente em curto espago de tempo nos focos inflamatérios, por outro
lado, trata-se de um leucdcito com elevada citotoxicidade, a qual pode afetar o proprio
hospedeiro. Portanto a apoptose tem particular importancia para que os niveis de
neutréfilos alcancem os valores minimos apds a inflamagao (AFONSO, 1999).

AFONSO (1999) mostrou que ocorreu extensa apoptose dos neutréfilos,
quando exsudatos peritoneais inflamatdrios foram incubados in vitro, em meio de
cultura de c€lulas. Tanto os neutr6filos como os corpos apoptéticos do neutréfilo foram

fagocitados pelos macréfagos presentes nas suspensoes leucocitdrias.
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A explosdo respiratéria que acompanha a fagocitose consiste numa
modificacdo do tipo e magnitude da respiracdo, da qual resulta a reducao do oxigénio
pelo sistema transmembranar da NADPH oxidase, com a formacdo de varios produtos
téxicos. Esta explosdo respiratéria pode ser desencadeada pelas particulas fagocitadas
(bactérias, restos celulares, etc) e por fatores soliveis (peptideos, fatores
complementos, ionéforos, endotoxinas, detergentes e outros) (AFONSO et al., 1998).

Moléculas biolégicas podem ativar os fagdcitos dos peixes incluindo os
salmonideos, como LPS das paredes das bactérias Gram negativas, acetato de forbol
miristato e microorganismos vivos ou mortos (SECOMBES, 1994). A Ativacao dos
fagdcitos do ponto de vista funcional, aumentam o volume celular, o espalhamento e a
aderéncia ao vidro e ao plastico. Portanto a quimiotaxia, a capacidade fagocitica e a
explosdo respiratéria podem ser avaliadas por quimioluminescéncia ou pela producao
de radicais livres de oxigénio (O, ou HO") (SECOMBES, 1994).

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula de sinalizacdo gasosa que sofre rapida
difusdo através das membranas celulares e que regula uma ampla variedade de
processos fisiolégicos e fisiopatologicos, incluindo o sistema cardiovascular, a
inflamacdo e as func¢Oes imunes e neuronais. As primeiras observacdes relativas ao
papel biolégico do NO de produgdo endégena foram feitas em macréfagos e neutréfilos
de roedores. A exposicdo dessas células in vifro a endotoxina LPS determinou a
liberagdo de quantidades significativas de 6xido nitrico no meio de cultura celular.
Além disso, a injecdo da endotoxina in vivo produziu aumento da excre¢do urindria de
nitrito e nitrato, os dois produtos de oxidacao de 6xido nitrico. Foi constatado que esse
oxido nitrico origina-se da oxidacdo do grupo guanidino da L-arginina (MONCADA et
al., 1991). O primeiro intermedidrio ativo formado na explosdo respiratdria € o dnion
superdéxido (Oy’), o qual sofre uma dismutagdo, quer de forma espontinea, quer pela
acdo da enzima superoxido dismutase (SOD), formando oxigénio e perdxido de
hidrogénio (H,0,) (KLEBANOFF, 1988). Parece que o NO exerce maior efeito na
imunidade inespecifica do que na especifica, exibindo atividade citostética ou citocida
contra uma notdvel amplitude de microorganismos patogénicos. A 6xido nitrico-sintase
(NOS) ¢é a enzima da familia responsavel pela sintese do NO. Trés isoformas de NOS
sao descritas, sendo uma NOS induzida (iNOS) e duas NOS constitutivas (cNOS)
(MONCADA et al., 1991).

Temperaturas fora da zona de valores a que o peixe estd aclimatado, em

geral inibem as fungdes dos fagdcitos. Situagdes de estresse, caréncia alimentar e
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algumas doengas podem diminuir a atividade do sistema imunol6gico dos peixes, como
também, a presenca de certos poluentes na dgua tem efeitos supressores sobre a
atividade dos fagdcitos dos peixes (SECOMBES & FLETCHER, 1992).

WANG et al. (1995) foram os primeiros a demonstrar induc¢do da producao
de 6xido nitrico por macréfagos de peixes. Contudo ja foram descritos alguns estudos
com cultivos de macréfagos de vdrias espécies de peixe in vitro, envolvendo
parametros funcionais como fagocitose, morte bacteriana, producdo de radicais de
oxigénio e producdo de 6xido nitrico (NO). Estas fungdes podem ser ativadas através
de exposi¢do a vdrios tipos de estimulos inclusive LPS, fator ativador de macréfagos
(MAF) e metais pesados (SARMENTO et al., 2004; NEUMANN et al., 2000;
TAFALLA & NOVOA, 2000; ROSZELL & RICE, 1998; WANG et al., 1995).
Modulag¢do de atividade de macréfagos de peixe através xenobiontes também foi
relatada, mostrando efeitos diversos, dependendo da dose e do tipo quimico

(ZELIKOFF et al., 1995; BOLS et al., 2001).



32

2) OBJETIVOS

2.1) OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicologicos agudos do inseticida deltametrina em

Ancistrus multispinis através de estudos “in vivo” e “in vitro™.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o A. multispinis como modelo animal para estudos
toxicologicos;
b) Determinar a atividade das enzimas colinesterase, GST ¢ EROD em

A. multispinis expostos a doses subletais de deltametrina;

c) Padronizar a técnica de migracdo celular para a espécie A.
multispinis;
d) Analisar a influéncia do tempo e da dose do LPS e da deltametrina

em A. multispinis;

e) Analisar a influéncia do LPS sobre a migragao de leucécitos no
sangue e liquido peritoneal de A. multispinis;

f) Analisar o efeito da deltametrina na migracdo celular no sangue e
liquido peritoneal associado ou ndo por LPS em A. multispinis;

g) Analisar a producdo de 6xido nitrico através da estimulacdo de

macrofagos “in vitro” de A. multispinis.
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3) MATERIAL E METODOS

3.1) ESPECIE UTILIZADA

A espécie escolhida foi um peixe fluvial nativo da regido sul do Brasil, o
Ancistrus multispinis (REGAN, 1912), vulgarmente conhecido como cascudo. A.
multispinis pertence a familia Loricariidae, ordem Siluriforme e classe Actinopterygii
(FISCH-MULLER, 2003). Os exemplares foram coletados em uma area limpa, classe
II, do litoral paranaense (Resolucdo do CONAMA n°. 20), mais precisamente no Rio
Nhundiaquara (IAP, 1989-1992), localizado no Municipio de Morretes, estado do
Parand. A coleta foi realizada no periodo noturno com auxilio de tarrafas. Os animais
foram transportados ao Laboratério de Toxicologia Ambiental do Departamento de
Farmacologia da UFPR.

O cascudo é um peixe bastante rdstico, com revestimento dsseo dorsal que o
protege de ataques de predadores. Possui o hdbito de viver em corredeiras, no entanto
sua boca funciona como ventosa, que lhe permite aderir aos objetos. Alimenta-se de
algas, de residuos e de limos. Possui hdbitos noturnos, vive em dguas com temperatura

entre 18 a 26°C e pH em torno de 7,0.

3.2) ACLIMATACAO DOS PEIXES

Os peixes foram mantidos por um periodo minimo de 30 dias para
aclimatarem-se em aqudrios-estoque com 120 litros de capacidade. Estes aquérios
foram mantidos com aeragdo e filtracao bioldgica, temperatura constante (18 - 20°C),
pH 7, fotoperiodo de 12 horas e foram alimentados com ra¢do comercial (Alcon
Artemia® e Alcon Vegetal®), uma vez ao dia.

Antes dos experimentos os peixes foram pesados e medidos.
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3.3) DROGAS, DOSES E SOLUCOES

A procedéncia e doses das drogas, bem como os componentes das solucdes

utilizadas encontram-se descritas no apéndice.

3.4) PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1) 1° ETAPA - EFEITO AGUDO DA DELTAMETRINA NOS

PARAMETROS ENZIMATICOS E HISTOPATOLOGICO
EM A. multispinis

Apés aclimatacdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em

aqudrios (30 litros), com dez animais cada, de acordo com o protocolo experimental

abaixo:

a)

b)

d)

e)

os peixes pesaram em média 18 * 6,39 g e mediram em média 12 *+ 1,36
cm;

as doses subletais de deltametrina utilizadas foram de 0,1 e 0,3 mg.kg'l,
previamente determinadas em experimentos laboratoriais anteriores (foi
determinado a DLsy em 96 horas igual 0,5 mg.kg'l) e os animais do
grupo controle receberam apenas os solventes (tween 80 e salina nas
mesmas concentracdes de dissolugdo da deltametrina — grupo veiculo),
via intraperitoneal;

0s animais permaneceram expostos a deltametrina nos aqudrios testes
por um periodo de 96 horas, nas mesmas condi¢des padrdes de
aclimatag¢do, incluindo a alimentac¢do didria;

ap6s 96 horas os animais foram sacrificados por seccdo da coluna
vertebral;

amostras de figado, musculo axial e branquias foram retirados para

serem processados para as andlises enzimaticas;
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f) amostras de figado também foram fixadas em solug¢ao Alfac para analise

histopatoldgica.

3.4.1.1) COLINESTERASE (ChE)

O misculo axial foi utilizado para a medida da atividade da ChE, sendo que
as amostras foram armazenadas individualmente a -70°C. O procedimento para a
homogeneizac¢do do musculo foi realizado da seguinte maneira:

a) as amostras foram descongeladas em gelo;

b) 250 mg do musculo foram adicionadas em tubos para homogeneizacdo

com 2 mL de tampao fosfato 0,1M, pH 7,5;

c) as amostras foram homogeneizadas em homogeneizador automatico

Potter-Elvejhem e transferidas individualmente para eppendorf;

d) o homogenado foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C durante 10 minutos;

e) o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a - 70°C para andlise de

proteina e da atividade da colinesterase.

A atividade da ChE foi medida segundo o método de ELLMAN et al.,,
(1961) modificado para microplaca por SILVA DE ASSIS (1998). E baseado na
hidrélise da acetilcolina pela ChE, originando colina que, combinando-se com 5,5’-
Ditio-bis-2-nitrobenzoato (DTNB), produz um composto de coloracdo amarela, medido
em espectrofotdometro a 415 nm. Para a realizacdo da andlise, o extrato tecidual foi
diluido a 1:40 e pipetado (50uL) nas cavidades da microplaca (quatro repeti¢des). O
DTNB preparado a 0,75 mM foi adicionado (200uL) a cada amostra. O substrato
iodeto de acetilcolina foi preparado a 9mM e adicionado (50uL) a cada cavidade
imediatamente antes da leitura no espectrofotometro a 405 nm. A atividade foi

PR IS | .
calculada em nmol.min".mg " de proteina.
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3.4.1.2) ETOXIRESORUFINA-O-DEETILASE (EROD)

Para andlise da atividade da EROD, o figado foi processado para a extragao
da fracdos So, utilizando metodologias descritas por STEGEMAN et al. (1979) e
STEGEMAN & HAHN (1994). Portanto, o figado foi processado da seguinte maneira:
a) as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido (pool de 3
figados) e descongeladas em gelo;
b) foi adicionado cerca de 3 mL de solugdo tampao (fosfato de potéssio
0,IM, pH 7,4) e as amostras foram homogeneizadas individualmente
(homogeneizador automaético Potter-Elvajhem);
c) o homogenado foi dividido em dois eppendorfs para serem
centrifugados (20 minutos a 10.000 x g a 4°C);
d) o sobrenadante foi separado (fragdo Sy) e o pellet desprezado. 500 uLL do
sobrenadante foram aliquotados (100 uL cada) e armazenados a -70 °C

para as andlises da concentracdo da proteina e atividade da EROD;

A atividade da EROD foi medida segundo o método de BURKE & MAYER
(1985), modificado por SILVA DE ASSIS (1998) e NICARETTA (2003). O principio
do método consiste na deteccao fluorimétrica do produto final (resorufina), depois de
uma reacao de oxigénio—de-etilacdo, corresponde a resorufina produzida por unidade
de tempo. A rea¢do foi medida no espectrofluorimetro Shimadzu e calculada usando a
curva padrdo de resorufina. No momento da andlise, uma das fragdes foi descongelada
sob o gelo, pipetada 50 uL. da amostra mais 420 pL de solu¢@o tampado Tris-NaCl na
propria cubeta do equipamento, e em seguida foi incubada a 27°C por 5 minutos no
espectrofluorimetro (trés repeticdes). Apds este periodo, foi adicionado 30uL de
NADPH (2,6 mM), iniciando a reacdo. Esta reacdo foi lida no comprimento de onda de
de 530 nm e de extin¢do de 590 nm, com abertura da fenda da luz de 3 mV durante 15
minutos. A concentragdo da resorufina de cada amostra foi calculada pela média de

duas medidas. A atividade foi calculada em pmol.min"'.mg™' de proteina.
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3.4.1.3) GLUTATIONA S - TRANSFERASE (GST)

Os arcos branquiais foram utilizados para a medida da atividade da GST,
sendo que foram armazenados individualmente a -70°C. Foram descongelados e em
seguida homogeneizados em 500 pL de solu¢do tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5 por 30
segundos (homogeneizador automdtico Potter-Elvajhem). O homogenado foi
centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 30 minutos e o sobrenadante armazenado a -70 °C
para as andlises da concentracao da proteina e atividade da GST.

Para a atividade da GST foi utilizada a metodologia de HABIG et al. (1974).
A amostra foi diluida em solu¢do tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5 (1:3). Adicionou-se nos
pocos da microplaca 100 pL da amostra (quatro repeticoes) e 200 uL da solugdo de
GSH mais 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) preparado a 3 mM. Em seguida, foi
realizada a leitura no espectrofotometro a 340 nm. As leituras foram realizadas com
intervalo de 15 segundos por 3 minutos. A atividade foi calculada em nmol.min‘l.mg'1

de proteina.

3.4.1.4) ANALISE PROTEICA

A concentragdo de proteina de todas as amostras foi analisada pelo método de
BRADFORD (1976). As amostras foram diluidas em tampao (1:20) e foi utilizado soro
albumina bovina como padrdo. Nos po¢os da microplaca foram adicionados 10 pL da
amostra e 250 puL da solucdo de Bradford (quatro repeticdes), e a leitura realizada e

espectrofotometro a 575nm.

3.4.2) 2° ETAPA - PADRONIZACAO DA MIGRACAO CELULAR E
EFEITOS DA DELTAMETRINA NOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
DO EXSUDATO PERITONEAL EM A. multispinis
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Para realizar a migracdo celular em A. multispinis utilizou-se a mesma
metodologia utilizada para experimentos de migracdo celular em ratos adaptado por

AFONSO et al. (1997) para trutas arco-iris e adaptada para a espécie utilizada.

3.4.2.1) PARAMETROS HEMATOLOGICOS

A colheita sanguinea foi realizada por puncao cardiaca, na presenga de EDTA
3%, utilizando agulha hipodérmica 20 x 5,5 mm. Foram realizadas contagens total e
diferencial (extensdo em laminas, coradas com corante Rosenfeld) de células
sangiifneas usando a metodologia e nomenclatura descrita por TAVARES-DIAS et al.
(1999a,b; 2000 a, b) e NATT & HERRICKS (1952). O sangue foi diluido (1:40) em
corante Natt/Herrick’s e a contagem total de células foi realizada em microscopio 6tico
(MO). As contagens de leucdcitos e eritrocitos foram feitas manualmente com
hemocitometro (COLLIER, 1944). Verificou-se também espectrofotometricamente a
taxa de hemoglobina (5 mL liquido de cianometahemoglobina + 20 L sangue),
segundo ELLIS (1977) e a taxa de hematdcrito utilizando tubos de microhematdcrito
HINE (1992).

Em paralelo, o sangue de 32 animais foi retirado para estabelecer valores
hematoldgicos referenciais para o A. multispinis, tais como: nimero total de eritrécitos,
contagem total e diferencial de leucdcitos, taxa de hemoglobina e valor do hematdcrito,
seguindo a metodologia descrita acima. Para este experimento os peixes pesaram em

média 16 £ 5,3 g e mediram em média 12 + 1,25 cm.

3.4.2.2) PARAMETROS DO EXSUDATO PERITONEAL

Para a colheita do exsudato peritoneal utilizou-se o procedimento adaptado
de ratos (SILVA et al., 1987). O peritoneo foi previamente limpo com etanol, e foi
injetado PBS (soluc@o de tampao salina), através de agulha hipodérmica 20 x 5,5 mm,

na linha ventral do peritoneo (entre a barbatana pélvica e a peitoral). O volume de PBS
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injetado foi ajustado para o tamanho do peixe, entre 2-3 mL. A drea foi entdo
massageada por 30 segundos para dispersar as células peritoneais no injetado de PBS.
Rapidamente, as células suspensas e contidas no PBS intraperitoneal, foram coletadas
usando seringa (3mL) e agulha hipodérmica de inox 13 x 5,5 mm (perfurada). A
amostra foi conservada em gelo até ser processada. Foi realizada a contagem total de
leucécitos usando corante Natt/Herrick’s (1:20) em MO, segundo NATT &
HERRICKS (1952), e nomenclatura descrita por TAVARES-DIAS & MORAES

(2004). Os lavados hemorréagicos foram descartados.

3.4.2.3) EFEITO DOSE E TEMPO / RESPOSTA

Para analisar a influéncia do tempo e da dose do agente flogistico foram
utilizados 5 grupos experimentais, sendo um controle ou veiculo (tween 80 + solucdo
salina) e quatro doses de LPS (0,1, 1, 10 e 100 ug.kg‘l, via intraperitoneal). Apds 1, 3,
6 e 24 horas da administracdo foi realizado a colheita sangiiinea e a colheita do
exsudato peritoneal. Cada grupo continha 12 peixes, sendo que em cada horario

realizava-se a coleta em trés peixes.

3.4.2.4) EFEITOS DA DELTAMETRINA NOS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E NO EXSUDATO PERITONEAL SOBRE A
MIGRACAO CELULAR INDUZIDO POR LPS

Os peixes foram intoxicados nas doses subletais de 0,1 e 0,3 mg.kg™' de
deltametrina por 96 horas por via intraperitoneal. O LPS foi injetado por via
intraperitoneal, 4 horas antes da colheita sangiiinea na dose de 100 ug.kg' e para o
exsudato peritoneal foi de 0,1 pg.kg". Foram utilizados seis tratamentos utilizando 10
peixes em cada grupo [veiculo, deltametrina 0,1 mg.kg'1 (DMO,1), deltametrina 0,3
mg.kg' (DM 0,3), LPS (veiculo), LPS + deltametrina 0,1 mgkg" (LPS + DMO0,1) e
LPS + deltametrina 0,3 mg.kg'1 (LPS + DMO,3)], nos dois experimentos.
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Antes dos experimentos de andlise hematoldgica e exsudato peritoneal, os
peixes foram pesados e medidos, pesando em média 17 = 349 ge 16 £ 45 ge

medindo em média 13 £ 1,3 cme 12 + 1,45 cm, respectivamente.

3.4.3) 3° ETAPA - CULTIVO CELULAR EM A. multispinis

3.4.3.1) ESTERILIZACAO

Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a 127°C por

30 minutos ou adquiridos estéreis.

3.4.3.2) PREPARACAO E OBTENCAO DO SOBRENADANTE DE
MONOCAMADAS DE MACROFAGOS

As etapas descritas a seguir referente as preparacdes dos sobrenadantes,
foram realizadas de acordo com as metodologias descritas por NEUMANN et al.
(1995) e por SARMENTO et al. (2004) e adaptadas para o A. multispinis.

Antes dos experimentos os peixes foram pesados e medidos, pesando em
média 16 £ 3,51 g e medindo em média 13 £ 1,31 cm.

Os macroéfagos foram obtidos do rim de A. multispinis (pool de 8 peixes).
Apés a retirada dos rins assepticamente, foram colocados em meio de cultura L15
(Cultilab), 2% soro fetal bovino (Cultilab), 1% penicilina / estreptomicina (Cultilab) e
20 U.mL™" heparina e mantidos em gelo. Em seguida a amostra foi macerada e para a
separacao dos macrofagos foi centrifugado em Percoll (Cultilab) (40 — 60%) (400 x g
por 30 minutos sob refrigeracdo 4°C). Apds lavou-se duas vezes centrifugando 400 x g
por 10 minutos e sob refrigeracdo 4°C. Apds a lavagem e centrifugacdo, as células

foram contadas em cimara de Neubauer e ajustadas para 2.10° células.mL’ e
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ressuspendidos em meio L-15 (Cultilab), 0,1% Soro fetal bovino (Cultilab); 1%
penicilina / estreptomicina (Cultilab) e 20 U.mL" de heparina.

Os macrofagos isolados foram colocados em placa de cultivo celular de 96
pocos, mantendo o volume por poco em 100uL e incubados por 24 horas entre 20 -
22°C para ocorrer a aderéncia. Apds a incubagdo e a aderéncia o sobrenadante foi

retirado, e as monocamadas foram lavadas trés vezes com PBS estéril para peixe.

3.4.3.3) ESTIMULACAO “IN VITRO” DOS MACROFAGOS COM
SOBRENADANTE DE MACROFAGOS NA PRESENCA DE LPS

Com a finalidade de verificar qual dose de LPS seria utilizada na
estimulacdo dos macréfagos de A. multispinis, primeiramente foi realizado um
experimento piloto. As monocamadas de macréfagos aderidas, contendo 2 x 10° células
vidveis por mililitro de meio L-15, foram incubadas com LPS nas doses de 1 e 10
ug.mL”, por 48 horas a 20 - 22°C a fim de que ocorresse a estimulacdo dos
macréfagos.

Ao final destas incubagOes, os meios de culturas contendo LPS foram
desprezados e as monocamadas lavadas 3 vezes com PBS estéril. As células foram
entdo, novamente incubadas com meio durante 1 hora para que ocorresse a liberagdo de
produtos de macréfagos no sobrenadante. Nesta etapa o meio de cultura estava isento
de LPS. A monocamada foi mantida para continuidade dos experimentos de avaliacdo

da viabilidade.

3.4.3.4) ESTIMULACAO “IN VITRO” DOS MACROFAGOS COM
SOBRENADANTE DE MACROFAGOS NA PRESENCA DE
DEXAMETASONA

Com a finalidade de verificar se os macréfagos de peixes reagiam da mesma

forma que os macrofagos de mamiferos frente a dexametasona, foi realizado outro
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experimento piloto. As monocamadas de macréfagos aderidas contendo 2 x 10° células
vidveis por mililitro de meio L-15 foram incubadas, contendo dexametasona na dose
0,3¢ 0,9 ug.mL"' e LPS 10 ],Lg.mL‘l, por 48 horas a 20 - 22°C a fim de que ocorresse a
estimulacdo dos macréfagos.

Ao final destas incubacdes os meios de culturas contendo LPS e
dexametasona foram desprezados e as monocamadas lavadas 3 vezes com PBS estéril.
As células foram entdo novamente incubadas com meio durante 1 hora para que
ocorresse a liberacao de produtos de macréfagos no sobrenadante. Nesta etapa o meio
de cultura estava isento de LPS e dexametasona. A monocamada foi mantida para

continuidade dos experimentos de avaliagao da viabilidade.

3.4.3.5) ESTIMULACAO “IN VITRO” DOS MACROFAGOS COM
SOBRENADANTE DE MACROFAGOS NA PRESENCA DE DELTAMETRINA

As monocamadas de macréfagos aderidas contendo 2x10° células vidveis
por mililitro de meio L-15 foram incubadas, contendo somente meio e deltametrina na
dose 0,3 ug.mL"', deltametrina na dose 1 ug.mL", LPS na dose 10 pg.mL", LPS na
dose 10 ug.mL'l associado a deltametrina 0,3 ug.mL"' e LPS na dose 10 ug.mL'1
associado a deltametrina 1 pg.mL™" por 48 horas a 20 - 22°C a fim de que ocorresse a
estimulacdo dos macréfagos.

Ao final destas incubacdes os meios de culturas contendo LPS e
deltametrina foram desprezados e as monocamadas lavadas 3 vezes com PBS estéril.
As células foram entdo novamente incubadas com meio durante 1 hora para que
ocorresse a liberacao de produtos de macréfagos no sobrenadante. Nesta etapa o meio
de cultura estava isento de LPS ou deltametrina. A monocamada foi mantida para

continuidade dos experimentos de avaliagao da viabilidade.
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3.4.3.6) AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

O ¢6xido nitrico produzido pelos macréfagos é um radical livre instavel
sendo rapidamente convertido a nitrito, o qual reage com o reagente de Griess,
formando um produto cuja absorbancia em 550 nm, pode ser relacionada a
concentracdo de 6xido nitrico.

Primeiramente preparou-se a curva padrdo de nitrito em uma placa de 96
pocos com solucdes de 100 uL. de NaNO; em concentragdes que variavam de 0 a 60
umol.L™". Estas solucdes foram misturadas a 200uL do reagente de Griess. Apés 10

minutos de reacdo, a absorbancia para obten¢do da curva padrao, para dosagem de

oxido nitrico foi lida a 550 nm, em espectrofotometro.
O ¢6xido nitrico produzido pelos macréfagos foi quantificado com o uso do

reagente de Griess, preparado como descrito STUEHR & MARLETTA (1985). Para
obtencao deste reagente, foram preparadas solucdes estoque de cloreto de
naftiletilenodiamina 0,1% (p/v) dissolvido em agua destilada e de sulfanilamida a 1%
(p/v) dissolvida em H3PO4 5% (v/v). Pouco antes do uso, as solu¢des foram misturadas
na proporcao 1:1, formando o reagente de Griess propriamente dito.

Apo6s a incubacdo dos macréfagos nas condigdes ja descritas, 100 pL. do
meio sobrenadante de cada cavidade foram transferidos, na mesma ordem, para uma
placa idéntica e foi adicionado 200 puL do reagente de Griess. Apds 10 minutos, a
absorbancia foi lida em 550 nm, e a quantidade de 6xido nitrico produzida € expressa

em umol.L'l.

3.4.3.7) VIABILIDADE CELULAR - METODO DE EXCLUSAO DE
CORANTE

Para a determinacdo do nimero de células vidveis presentes nas placas
utilizou-se o método descrito por HANKS & WALLACE (1958). As células foram
retiradas de trés cavidades com tripsina 25% (SIGMA) e ressuspensas em meio de
cultura a fim de avaliar o nimero total de células aderidas, no momentoe 1, 2, 4, 6, 12

e 24 horas apds administracio de LPS ou deltametrina. Esta suspensdao (6uL) foi
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misturada ao corante eosina-amarela 1% (6uL). Apds alguns segundos as células foram
avaliadas em microscopia de luz. A avaliacdo deu-se através da contagem de 100
células determinando-se a porcentagem de células vidveis. Foram consideradas vidveis

as células onde ndo se evidenciou a presenca do corante no citoplasma.

3.4.3.8) VIABILIDADE CELULAR - METODO DO MTT

Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizada a analise colorimétrica com o
corante MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazdlio). Este corante
na forma oxidada possui cor amarela na qual se torna reduzido e de coloragdo azulada
em células ditas vidveis. Esta coloragdo é feita pelas mitocondrias por desidrogenases
mitocondriais das células vidveis adquirindo colora¢do azulada, ou seja, o MTT ¢é
reduzido a formazan, que precipita sobre as células vidveis (TADA et al., 1986). Apds
48 horas de incubacdo e retirada das amostras das placas utilizadas nos estudos in vitro,
tratados ou ndao com LPS (10 p g.mL'l), com dexametasona (0,3 ¢ 0,9 pg.mL'l) ou com
deltametrina (0,3 ¢ 1 pg.mL™), foi adicionado 100 uL de MTT (Img.mL™") e a placa foi
novamente incubada. Apds 2 horas a reacdo foi bloqueada com solu¢cdao de SDS 10%
acidica. A medida de absorbancia foi realizada ap6s 10 minutos no comprimento de

onda de 550 nm em espectrofotdmetro, segundo SARMENTO et al., 2004.

3.5) ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizada a andlise de variancia a um
critério (ANOVA ONE — WAY), caso encontradas diferengas significativas (p<0,05), o
teste de comparacdes multiplas de Bonferroni foi aplicado. O nivel de significancia
adotado foi 5% (0=0,05). Todos os cdlculos foram realizados utilizando o Software

estatistico GraphPad Prism version 3.00 for Windows, San Diego — Califérnia, EUA.
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4) RESULTADOS

4.1) ATIVIDADE ENZIMATICA EM A. multispinis

4.1.1) COLINESTERASE

A atividade da colinesterase aumentou significativamente nos grupos
tratados com deltametrina em relacdo ao grupo veiculo. A atividade foi
aproximadamente 30% maior no grupo intoxicado com a dose 0,1 mgkg"' e 36%

maior no grupo intoxicado com a dose 0,3 mg.kg™ do que o grupo veiculo (Figura 1).
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Figura 1: Efeito da deltametrina (DM) sobre a atividade colinesterasica
de A. multispinis. Os animais receberam DM (0,1 e 0,3 mg.kg", i.p.) 96 horas antes
da coleta das amostras de musculo axial. O grupo veiculo recebeu somente tween
80 + solucao salina. As barras indicam a média + erro padrao da média (e.p.m.)
da atividade colinesterasica medida em nmol.min".mg proteina™ de dez animais
em quadruplicata. * p < 0.01 em relacao ao grupo veiculo; ** p < 0,001 em relacao
ao grupo veiculo.
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4.1.2) ETOXIRESORUFINA-O-DEETILASE

Atividade da EROD foi em média 2,27 + 0,01 pmol.min'l.mg proteina'l,
nao apresentando diferenca significativa entre o grupo veiculo e os grupos tratados com

deltametrina 0,1 ¢ 0,3 mg kg (Figura 2).
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Figura 2: Efeito da deltametrina (DM) sobre a atividade da EROD de
A. multispinis. Os animais receberam DM (0,1 e 0,3 mg.kg”, i.p.), 96 horas antes
da coleta do figado. O grupo veiculo recebeu somente tween 80 + soluciao salina.
As barras indicam a média + erro padrao da média (e.p.m.) da atividade da
EROD medida em pmol.min'l.mg proteina” de um pool de 3 animais em
triplicata. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

4.1.3) GLUTATIONA S-TRANSFERASE

De acordo com a Figura 3, pode-se observar que houve uma reducdo
significativa da GST, em torno de 61% do grupo tratado com deltametrina na dose de
0,3 mg.kg', em relagio ao grupo veiculo. Mostrando que quando se aumenta a dose da

deltametrina diminui a atividade da GST.
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Figura 3: Efeito da deltametrina (DM) sobre a atividade da GST de A.
multispinis. Os animais receberam DM (0,1 e 0,3 mg.kg'l, i.p.), 96 horas antes da
coleta das amostras de branquias. O grupo veiculo recebeu somente tween 80 +
solucao salina. As barras indicam a média + erro padrao da média (e.p.m.) da
atividade da GST medida em nmol.min”.mg proteina” de dez animais em
quadruplicata. * p < 0.01 em relacio ao grupo DM 0,1 mg.Kg™; ** p < 0,001 em
relacdo ao grupo veiculo.

4.2) MIGRACAO CELULAR EM A. multispinis

Os parametros hematolégicos e do exsudato peritoneal, que sdo resultados

da migracdo celular, serdo apresentados a seguir:

4.2.1) DOSE E TEMPO RESPOSTA DO LPS EM A. multispinis —
PARAMETROS HEMATOLOGICOS

De acordo com os resultados obtidos (Figura 4 e 5), podemos verificar que a
dose de 100 pgkg' de LPS foi estatisticamente significativa para migracio de
leucdcitos no sangue em relacdo ao grupo controle apds 4 horas da administragdo. A
migragdo de leucdcitos no sangue foi maior apds 3 horas de estimulacdo com o LPS,

mas também ocorreu com 6 horas apds. De acordo com este resultado foi seguido o
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mesmo padrdo utilizado para ratos e também a metodologia baseada em
experimentacdes similares com trutas arco-iris (AFONSO et al., 1997), que foi
utilizado o periodo de 4 horas para avaliar a migracao celular. Portanto para todas as
experimentacdes onde os parametros hematoldgicos foram avaliados foi utilizada a

dose de 100 pg.kg' de LPS e as amostras sanguineas coletadas apés 4 horas da

estimulagdo.
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Figura 4: Curva dose resposta de LPS sobre o nimero de leucécitos do
sangue de A. multispinis. Os animais receberam LPS nas doses de 0,1, 1, 10 e 100
|,tg.kg'1 (i.p.), 4 horas antes das coletas. As barras indicam a média + e.p.m. do
nimero de leucdcitos/ul. de sangue de trés animais. * p < 0,01 em relacao aos
grupos 0,1, 1 e 10 },Lg.kg'1 (LPS); ** p < 0,001 em relacio ao grupo veiculo.
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Figura 5: Influéncia do tempo sobre o nimero de leucécitos no sangue
induzido por LPS em A. multispinis. As amostras foram coletadas 1, 3, 6 e 24 apods
os animais receberem LPS (100 ug.kg'l,i.p.). As barras indicam a média + e.p.m.
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do nimero de leucocitos/puL de sangue de trés animais. * p < 0,05, ** p < 0,01 em
relacao ao grupo 1 hora.

4.2.2) DOSE E TEMPO RESPOSTA DO LPS EM A. multispinis -
PARAMETROS DO EXSUDATO PERITONEAL

De acordo com a Figura 6, podemos verificar que a dose de 0,1 ugkg" de
LPS (i.p.) foi estatisticamente significativa para migracdo de leucdcitos para o
peritoneo, apos 4 horas da administracdo em relagdo ao grupo controle (veiculo). A
migracdo de leucdcitos no exsudato peritoneal foi maior e significativa 3 horas apds a
estimulagdo com o LPS, houve também um aumento apds 6 horas de estimulacio
(Figura 7), porém nio foi significativa. De acordo com este resultado foi seguido o
mesmo padrdo para ratos e também a metodologia baseada em experimentagdes
similares com trutas arco-iris (AFONSO et al., 1997), que foi utilizado o periodo de 4
horas para avaliar a migragdo celular. Portanto para todas as experimenta¢Oes onde 0s
pardmetros da migracdo peritoneal foram avaliados foi utilizada a dose de 0,1 pug.kg”

de LPS e as amostras coletadas ap6s 4 horas da estimulagao.
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Figura 6: Curva dose resposta de LPS sobre a migracao de leucdcitos
na cavidade peritoneal de A. multispinis. Os animais receberam LPS nas doses de
0,1, 1 e 10 pg.kg™ (i.p.), 4 horas antes das coletas. As barras indicam a média
e.p.m. do nimero de leucocitos/uL. de exsudato peritoneal de trés animais. * p <
0,05, ** p < 0,01 e *** p <0,001 em relacao ao grupo veiculo.
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Figura 7: Influéncia do tempo sobre a migracdo de leucdcitos na
cavidade peritoneal induzido por LPS em A. multispinis. As amostras foram
coletadas 1, 3, 6 e 24 ap6s os animais receberem LPS (0,1 ug.kg'l, i.p.). As barras
indicam a média + e.p.m. do niimero de leucocitos/uL de exsudato peritoneal de
trés animais. ** p < 0,001 em relacao ao grupo 1, 6 e 24 horas.

4.2.3) VALORES HEMATOLOGICOS BASAIS DE A. multispinis

Os valores basais médios e erro padrao da média da contagem de eritrdcitos,
leucécitos, hemoglobina, hematdcrito, volume globular médio (VCM) e concentracao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) encontrados em A. multispinis estao

relacionados na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores médios e erros padrao da média de eritrocitos,
leucocitos, hemoglobina, hematocrito, em A. multispinis (cascudo) (n= 32):

Parametros Média + EPM
Eritrécitos (células/uL) 451.800 £ 25760
Hemoglobina (g/dL) 4,22 +0,18
Hematocrito (%) 7,41 £0.92
VCM (fL) 18,34
CHCM (g/dl) 54,65
Leucécitos (células/puL) 5.356 £ 601

4.2.4) EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE OS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS DE A. multispinis TRATADOS COM LPS

Nos animais tratados com LPS houve diferenca significativa entre o niimero
de leucdcitos em relacdo ao grupo controle (VEIC), mostrando que o LPS incita uma
resposta leucocitaria em peixes (Figura 8). Igualmente ao LPS, os grupos intoxicados
com deltametrina (0,1 e 0,3 mgkg') também mostraram resposta aumentada em
relagdo ao nimero de leucdcitos, ndo havendo diferenca significativa entre eles. O
grupo LPS + DM 0,3 mostrou uma resposta leucocitdria muito maior e significativa em
relacdo ao grupo que recebeu somente LPS ou somente DM 0,3 mg.kg'. Na Tabela 2
observamos as médias e erros padrao da média do nimero de leucécitos/uL. de sangue
dos grupos tratados. Observamos que a DM na menor dose produziu uma potenciacao
ao efeito do LPS e, no entanto a maior dose DM produziu um efeito de adi¢do ao LPS,

pois aumentou aproximadamente duas vezes o nlimero de leucdcitos no sangue.
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Tabela 2: Valores médios e erros padrao da média do nimero de
leucécitos/uL de sangue de A. multispinis expostos ou nao a deltametrina (0,1 e 0,3
mg.kg”) e estimulados ou nio com LPS (100 ug.kg'l) (n=10).

Grupos Leucécitos/pL
Veiculo 5.356 £ 601
DMO,1 12.920 £ 1.554
DMO,3 10.490 £ 1.302
LPS 16.230 £ 1.170
LPS + DMO,1 18.440 £1.371
LPS + DMO,3 31.280 + 1.307
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Figura 8: Efeito da deltametrina (DM) sobre o niimero de leucocitos
sangiiineos em A. multispinis tratados ou nao por LPS. Os animais receberam DM
nas doses de 0,1 e 0,3 mg. kg™ (i.p.), 96 horas antes da injeciio de LPS (100 ug.kg
Li.p.) ou tween 80 + salina (VEIC, i.p.). As barras indicam a média + erro padrio
da média (e.p.m.) do nimero de de leucécitos/uL de sangue de dez animais. * p <
0.05 em relaciao ao grupo VEIC; ** p < 0,001 em relacao ao grupo VEIC; # p <
0,001 em relacao ao grupo LPS + DM 0,3.
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O numero de eritrécitos dos dois grupos de peixes expostos a maior dose de
deltametrina, tratados ou ndo com LPS, apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (VEIC), mostrando uma elevacdo de 78 e 165 %,
respectivamente (Figura 9). A estimulagdo de eritrécitos do sangue dos peixes do grupo
LPS + DM 0,3 foi muito maior e significativamente diferente quando comparamos aos
peixes que receberam somente LPS, pois houve um aumento de 78%, ou somente
foram expostos a DM 0,3 mg.kg”, com um aumento em torno de 48% . Na Tabela 3
podemos observar as médias e erros padrdo da média do nimero de eritrécitos/uL. de

sangue dos grupos experimentais.
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Figura 9: Efeito da deltametrina (DM) sobre o niimero de eritrocitos
sangiiineos em A. multispinis tratados ou nao por LPS. Os animais receberam DM
nas doses de 0,1 e 0,3 mg. kg'1 (i.p.), 96 horas antes da injecao de LPS (100 pg.kg
l,i.p.) ou tween 80 + salina (VEIC, i.p.). As barras indicam a média * erro padrao
da média (e.p.m.) do nimero de eritrocitos/uL. de sangue de dez animais. * p <
0,01,%* p < 0,001 em relacao ao grupo VEIC; # p < 0,001 em relacido ao grupo LPS
+ DMO,3.
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Tabela 3: Valores médios e erros padrao da média do nimero de
eritrocitos/uL de sangue de A. multispinis expostos ou nao a deltametrina (0,1 e 0,3

mg.kg”) e estimulados ou nio com LPS (100 ug.kg'l) (n=10).

Grupos Eritrocitos/uL
Controle 474.500 + 28.540
DMO, 1 589.300 + 18.660
DMO,3 845.800 + 65.980
LPS 706.500 + 59.430
LPS + DMO,1 767.600 + 63.740
LPS + DMO0,3 1.259.000 + 24.650

Na Figura 10, observamos um aumento significativo nos valores das taxas
da hemoglobina dos peixes expostos a DM 0,3 mg.kg" em relacdo aos grupos controle
(VEIC), DM 0,1 mg.lgg'1 e LPS (VEIC). No entanto, a DM associada com o LPS nio
apresentou alteracdo sobre as taxas da hemoglobina. O grupo de peixes que foi
estimulado com LPS nd3o apresentou alteragdo na taxa da hemoglobina quando
comparado com o grupo controle (VEIC). Na Tabela 4 podemos observar as médias e

erros padrio da média dos valores da hemoglobina (g/dL) de sangue dos grupos

experimentais.
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Figura 10: Efeito da deltametrina (DM) sobre a taxa de hemoglobina
em A. multispinis tratados ou nao por LPS. Os animais receberam DM nas doses
de 0,1 e 0,3 mg. kg (i.p.), 96 horas antes da injeciao de LPS (100 ug.kg’l,i.p.) ou
tween 80 + salina (VEIC, i.p.). As barras indicam a média + erro padrao da média
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(e.p.m.) da taxa da hemoglobina (g/dL) de sangue de dez animais. ** p < 0,001 em
relacao ao grupo VEIC; * p < 0,001 em relacao ao grupo DM 0,3.

Tabela 4: Valores médios e erros padrao da média da taxa de
hemoglobina (g/dL) do sangue de A. multispinis expostos ou nao a deltametrina
(0,1 e 0,3 mg.kg") e estimulados ou niio com LPS (100 pg.kg™) (n=10).

Grupos Hemoglobina (g/dL)
Controle 4,22 +0,18
DMO,1 3,82 +0,13
DMO,3 7,01 +£0,53
LPS 391+£0,23
LPS + DMO, 1 5,31 £0,58
LPS + DMO,3 5,62 +0,51

Os valores do hematdcrito encontrados ndo mostraram diferenca
significativa entre os grupos analisados, como podemos verificar na Figura 11. Na
Tabela 5 podemos observar as médias e erros padrdo da média dos valores do

hematdcrito (%) de sangue dos grupos experimentais.
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Figura 11: Efeito da deltametrina (DM) sobre a taxa de hematdcrito em
A. multispinis tratados ou nao por LPS. Os animais receberam DM nas doses de
0,1e0,3 mg.kg'1 (i.p.), 96 horas antes da injecao de LPS (100 ug.kg'l,i.p.) ou tween
80 + salina (VEIC, i.p.). As barras indicam a média + erro padrao da média
(e.p.m.) dos valores da taxa de hematocrito (%) do sangue de dez animais. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 5: Valores médios e erros padrio da média da taxa de
hematécrito (%) do sangue de A. multispinis expostos ou nao a deltametrina (0,1 e
0,3 mg.kg'l) e estimulados ou nao com LPS (100 ug.kg'l) (n=10).

Grupos Taxa de Hematocrito (%)
Controle 7,4 +0,92
DMO,1 6,9 £ 0,95
DMO0,3 8,7+1,16
LPS 7,6 +0,88
LPS + DMO,1 6,6 + 0,99
LPS + DMO,3 6,5+1,11
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A contagem diferencial das células sangiiineas de A. multispinis apresentou
12% de trombdcitos, 30% de linfécitos, 35% de mondcitos e 23% de granuldcitos
(grupo controle), ndo havendo diferenca significativa entre os grupos estimulados com
LPS (100 ugkg") e / ou expostos a deltametrina (0,1 e 0,3 mg.kg"). Porém houve
muita dificuldade em identificar com precisdo as células sangiiineas seguindo a

metodologia proposta.

4.2.5) EFEITO DA DELTAMETRINA SOBRE OS PARAMETROS
DO EXSUDATO PERITONEAL DE A. multispinis TRATADOS COM LPS

Para a avaliagdo do exsudato peritoneal foi realizada a contagem total de
leucécitos. De acordo com o resultado do grupo controle mostrado na Figura 12,
podemos observar que a cavidade peritoneal de A. multispinis possui uma populagao
natural de leucécitos residentes de 530 + 30,8 leucocitos/uL. de exsudato peritoneal. A
administracdo de LPS (0,1 ugkg™, i.p.) induziu migracio leucocitdria, elevando o
valor de leucdcitos significativamente (1.381 + 116 leucécitos/ul. de exsudato
peritoneal) em relacdo ao grupo controle (Figura 12). A DM nas duas doses
administradas, 0,1 e 0,3 mgkg' também provocaram o mesmo tipo de resposta se
comparada com o LPS em relacdo ao grupo controle. Valores similares de 1.367 +112
leucocitos/uL de exsudato peritoneal foram encontrados no grupo LPS + DM 0,1
mg.kg”', mostrando que a DM nesta dose ndo apresenta efeito sinérgico com o LPS. No
entanto, a deltametrina na maior dose (0,3 mgkg") associado com LPS apresentou
uma estimulacdo duas vezes maior no nimero de leucdcitos em relacdo ao grupo
somente estimulado com LPS ou somente exposto a DM 0,3 mg.kg™', mostrando que a
DM 0,3 mgkg " apresenta um efeito aditivo ao LPS. As médias e erros padrio da
média do nimero de leucécitos/uLL de exsudato peritoneal dos grupos experimentados

estdo representados na Tabela 6.
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Figura 12: Efeito da deltametrina (DM) sobre o nimero de leucocitos
peritoneais em A. multispinis tratados ou nao por LPS. Os animais receberam DM
nas doses de 0,1 e 0,3 mg.kg” (i.p.), 96 horas antes da injecao de LPS (0,1 pg.kg
l,i.p.) ou tween 80 + salina (VEIC, i.p.). As barras indicam a média * erro padrao
da média (e.p.m.) do niimero de leucdcitos/uL. de exsudato peritoneal de dez
animais. * p < 0.05; ** p < 0.001 em relacao ao grupo VEIC; # p < 0,001 em
relacdo ao grupo LPS + DM0,3.

Tabela 6: Valores médios e erros padrao da média do nimero de
leucécitos/uL. de exsudato peritoneal de A. multispinis estimulados ou nao com
LPS (0,1 ug.kg'l) e expostos ou nio a deltametrina (0,1 e 0,3 mg.kg") (n=10).

Grupos Leucécitos/uL
Controle 530 +£30
DMO,1 1.000 £ 222
DMO,3 1.393+71
LPS 1.381 £ 116
LPS + DMO,1 1.367 £112
LPS + DMO0,3 2.567+£714
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4.3) CULTIVO CELULAR EM A. multispinis

Com a estimulacdo de macréfagos de A. multispinis “in vitro” obtivemos

como resultado a produgdo de 6xido nitrico, como pode ser observado a seguir:

4.3.1) DETERMINACAO DA DOSE DE LPS PARA ESTIMULACAO
DE MACROFAGOS EM A. multispinis

De acordo com produc¢do de 6xido nitrico, mostrada na Figura 13 podemos
observar que as duas concentracoes de LPS utilizadas estimularam significativamente
os macrofagos de A. multispinis. Mas também observamos uma diferenca significativa
entre as concentracdes de 1 e 10 pg.mL"' de LPS sobre a producio de NO, pelos
macréfagos do rim de A. multispinis, sendo que a dose maior provocou uma resposta
maior. Assim, a dose de 10 pg.mL" foi utilizada para todos os experimentos de cultivo

celular.

NO, (550 pm)
N
<

meio 1 10
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Figura 13: Efeito do LPS sobre a liberaciao de nitrito por macréfagos.
Macrdéfagos do rim de A. multispinis foram incubados com LPS (1 ou 10 ],Lg.mL'l)
ou meio durante 48 horas. O sobrenadante foi recolhido ap6s 48 horas e os niveis
de nitrito avaliados por Griess. As barras indicam a média + e.p.m. da
concentraciao de nitrito em nm para valores em sextuplicata (pool de 8 animais). *
p<0,001 em relacao ao meio; ** p<0,001 em relacao ao grupo LPS 1 ug.mL'l.
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432) EFEITO DA DEXAMETASONA E DO LPS SOBRE A
PRODUCAO DE NO, POR MACROFAGOS DO RIM DE A. multispinis

A dexametasona (0,9 ],tg.mL‘l) inibiu significativamente a producdo de NO,
por macréfagos em relacdo as células ndo tratadas, porém a viabilidade celular ndo foi
alterada, pois verificamos pela técnica de extrusdo de corante que 75 % das células
estavam vidveis no momento da andlise do NO. Com relacdo a estimulacdo com LPS
(10 pg.mL™), confirmamos novamente a estimulacdo significativa dos macréfagos em
relagdo ao meio. Quando adicionamos dexametasona ao LPS, a estimulacdo dos
macréfagos foi significativamente menor, sendo que a medida que aumentamos a dose
de dexametasona, a estimulacdo diminuiu, mostrando que a dexametasona inibe a acao

do LPS (Figura 14).
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Figura 14: Efeito da dexametasona (dexa) sobre a liberacao de nitrito
por macroéfagos estimulados ou nao com LPS. Macréfagos do rim de A. multispinis
foram incubados com LPS (10 ug.mL’l) ou meio na presenca ou auséncia de
dexametasona (DX0,3 e DX0,9 ug.mL'l) durante 48 horas. O sobrenadante foi
recolhido ap6s 48 horas e os niveis de nitrito avaliados por Griess. As barras
indicam a média + e.p.m. da concentracao de nitrito em nm para valores em
sextuplicata (pool de 8 animais). * p<0,05 em relacio ao meio; ** p<0,001 em
relac;:?w1 ao meio e aos grupos DX0,3 e DXO0,9; # p<0,001 em relacao ao LPS 10
pg.mL™.
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4.3.3) EFEITO DA DELTAMETRINA E DO LPS SOBRE O
CULTIVO DE MACROFAGOS EM A. multispinis

A resposta dos macréfagos do rim de A. multispinis foi significativamente
maior, aproximadamente trés vezes mais, quando estes foram estimulados com DM (1
],tg.mL‘l) e duas vezes mais com 0s outros grupos experimentais em relacdo ao meio
(Figura 15). No entanto, quando comparamos os grupos tratados somente com
deltametrina (0,3 ¢ 1 pg.mL™") ou deltametrina na menor dose associada com LPS nio
houve diferenca significativa com o grupo estimulado sé6 com LPS (10 pg.mL™),
mostrando que a DM provoca a mesma intensidade de resposta que o LPS. Entre os
grupos tratados houve diferenga significativa do grupo LPS (10 pg.mL™") com
deltametrina na maior dose (1 pg.mL™), em relacio aos outros grupos tratados,

mostrando que esta dose de DM potencializa a resposta do LPS pelos macréfagos.
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Figura 15: Efeito da deltametrina (DM) sobre a producao de nitrito em
macroéfagos estimulados ou nao com LPS. Macroéfagos do rim de A. multispinis
foram incubados ou nao com LPS (10 ug.mL'l) ou meio na presenca ou nao de
deltametrina (0,3 e 1 ug.mL'l) durante 48 horas. O sobrenadante foi recolhido
apos 48 horas e os niveis de nitrito avaliados por Griess. As barras indicam a
média + e.p.m. da concentracio de nitrito em nm para valores em sextuplicata
(pool de 8 animais). * p<0,001 em relacio ao meio; ** p<0,001 em relacio ao
grupo LPS + DM (1 ug.mL'l).
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4.3.4) VIABILIDADE DOS MACROFAGOS DE A. multispinis

A viabilidade celular foi realizada pela técnica de extrusdo de corante no
momento da incuba¢do com LPS ou deltametrina, e também em 1, 2, 4, 6, 24 e 48
horas apds a incubacdo, sendo que no momento da leitura (48 horas apds a
estimulagdo) haviam aproximadamente 80 % de células vidveis (Tabela 7). No entanto,
1 e 2 horas apds a incubagdo com LPS ou deltametrina ndo pode ser realizada a
contagem, porque as células estavam aderindo-se a superficie, portanto tornaram-se
disformes dificultando a contagem, porém vidveis. Nao houve diferenca significativa
entre a verificacdo da viabilidade com LPS em relacdo a deltametrina.

A viabilidade celular foi avaliada também pelo método do MTT. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos analisados, porém as células estavam vidveis no

momento da andlise (Figura 16).

Tabela 7: Viabilidade celular da estimulacado de macroéfagos de A.
multispinis por Deltametrina e LPS

Tempo de Verificacao % de viabilidade

Momento da estimulacdo 100

1 hora apés a estimulagao Células viaveis
2 horas ap6s a estimulacdo Células viaveis
4 horas ap0s a estimulacio 91

6 horas apds a estimulacdo 88
24 horas ap0s a estimulagcao 82
48 horas ap6s a estimulagdo 78
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Figura 16: Avaliacao da viabilidade celular de macréfagos de rim de A.
multispinis tratados com dexametasona (0,3 e 0,9 ug.mL'l) - painel A e
deltametrina (0,3 e 1 ug.mL'l) - painel B durante 48 horas. Macroéfagos do rim de
A. multispinis foram incubados ou nao com LPS (10 ug.mL'l) ou meio. A
viabilidade celular foi avaliada por MTT. As barras indicam a média + e.p.m. da
concentracio de nitrito em nm para valores em sextuplicata (pool de 8 animais).
100% de viabilidade correspondem a viabilidade celular determinada para as
células cultivadas apenas em meio de cultura. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos.
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5) DISCUSSA0

5.1) AVALIACAO ENZIMATICA EM A. multispinis

Neste estudo foi observado um aumento na atividade da colinesterase em A.
multispinis, causado pela deltametrina, resultado também encontrado por AKAISHI
(2003) avaliando musculo de Fundulus heteroclitus coletados em areas de esgotos nao
tratados e de atividade agricola. Sabe-se que os piretréides ndo sdo inibidores
especificos da colinesterase, mas REDDY & PHILLIP (1994) relataram uma inibi¢ao
da colinesterase em branquias, musculos e figados de carpas expostas a piretréides. Em
carpas expostas a deltametrina observou-se uma inibi¢cdo da colinesterase no plasma de
20% (SZEGLETES et al., 1995). Em contraste, foi descrito ativagdo da colinesterase
em musculo de trutas expostas a 0,9% de cipermetrina (DAVIES & COOK, 1993) e em
Puntius conchonius expostos a endosulfano (GILL et al., 1990).

Resultados em cascudos (A. multispinis) expostos ao endosulfano e
deltametrina de KLEMZ (2002) e NICARETTA (2003), respectivamente, nao
mostraram alteracdes na atividade colinesterasica. THUVANDER et al. (2002),
estudando trutas arco-iris expostas a Clophen A50 (PCBs), também ndo observaram
alteracdes da acetilcolinesterase no musculo e cérebro.

Segundo um estudo em carpas, a deltametrina reduziu a atividade da
colinesterase no misculo (BALINT et al., 1995). GHORPADE et al. (2002) relataram
reducdo da colinesterase em cérebro e musculo de Civihina mregala expostos a Dietil
Ftalato, via hidrica. SEVGILER et al. (2004) e FERNANDEZ-VEGA et al. (2002)
relataram reducdo da colinesterase em O. niloticus e A. anguilla expostos a etoxazole e
carbamato, via hidrica, respectivamente. Em adicdo a estes agentes, o mercurio tem
também mostrado ser causa de inibicao (GUILHERMINO et al., 1996; MELA, 2004).

TORTELLI (2005) encontrou resultados semelhantes aos deste estudo,
porém analisando a atividade colinesterdsica em cérebro de bagres (Cathorops spixii)
coletados na natureza, sugerindo que pode haver diferengas entre animais em contato
com contaminantes, pois alguns peixes podem adaptar-se aos inimeros contaminantes
encontrados no meio aqudtico, e também que a atividade da colinesterase pode ser

afetada por respostas de estresse e mediada pela liberacdo de adrenalina.
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2

E sugestivo que a atividade enzimética da ChE seja dependente do tipo de
inseticida, das diferentes espécies de peixe e do tipo de tecido analisado.

As principais reagdes metabodlicas descritas para o metabolismo da
deltametrina sdo oxidagdes mediadas pelo sistema de monoxigenase microssomal em
mamiferos. Sendo que as vias de degradacdo de piretréides em bovinos, aves e peixes
sdo semelhantes aos roedores (CASIDA et al., 1983; KULKARNI & HODGSON,
1984; SHONO et al., 1979). Porém, comparacdes de estudos metabodlicos in vivo e in
vitro mostraram que os peixes tém baixa capacidade para metabolizar e eliminar
inseticidas piretréides (GLICKMAN et al., 1981; GLICKMAN et al., 1982).

Neste estudo ndao foi observada diferenca significativa na atividade
catalitica da EROD entre os grupos analisados. MITCHELMORE et al. (1996) nao
encontraram nenhuma altera¢do na atividade da EROD no figado de turbot expostos a
compostos nitroaromaticos (nitropirene e nitrofurantoina) injetados
intraperitonealmente. Contudo, NICARETTA (2003) mostrou que a deltametrina (i.p.)
em outras doses induziu a atividade da EROD em A. multispinis, mesmo nao sendo
especifico para este poluente. Aumento na atividade da EROD em larvas de peixes
expostos a bifenilas e a hidrocarbonetos arométicos, foi relatado por BINDER &
STEGEMAN (1980), PETERS et al. (1994) e GOKSOYR & FORLIN (1992).

Virios fatores influenciam o citocromo P450 de peixes e a sua conseqiiente
determinac¢do, como diferentes tratamentos da amostra (nivel de estresse, preparacio do
tecido, conservacao da amostra) e a execugdo do ensaio (BUCHELI & FENT, 1995).

A atividade catalitica determinada com substratos especificos tem sido
extensamente utilizada como marcador da exposicdo ambiental e para indicar regulacao
diferencial de formas distintas de CYP450 que ¢ determinada pela atividade da EROD
(etoxiresorufina-O-deetilase). No entanto, a atividade da EROD em A. multispinis
expostos a deltametrina ndo mostrou alteracdo quando comparados com o grupo
controle.

A enzima GST desempenha um importante papel na conjugacdo e
eliminagdo de compostos eletrofilicos (inseticidas). Assim animais que habitam
ambientes poluidos podem estar expostos & xenobidticos, que sofrem desintoxicacao
mediada pela glutationa e catalisada pela GST, reduzindo a sua quantidade no
organismo (HABIG et al., 1974). A atividade de GST pode estar aumentada como

resultado da biossintese de novas isoformas de GST em vérios organismos apds contato
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com xenobidticos, os quais sofrem desintoxicacdo mediada pela glutationa na sua
forma reduzida, catalisada pela enzima glutationa S-tranferase.

Uma simples dose de BNF (B-naftaflavona) induz a atividade da GST em
trutas, no entanto um segundo tratamento trés dias apds a primeira exposicdo diminuiu
a atividade (ZHANG et al, 1990). EGAAS et al. (1999) mostraram que o
propiconazole induziu a atividade da GST hepdtica em trutas (S. trutta). JONSSON et
al. (2002) mostraram que o paclobutrazol induziu atividade da GST no figado, mas nao
havendo alteracdo no tecido muscular.

Alguns estudos que analisaram GST utilizando amostras de figado de peixes
expostos a BNF, Clophen A50 e paclobutrazol, mostraram inducdo da enzima
(ANDERSSON et al., 1985; JONSSON et al., 2002). Porém RONDON-VON OSTEN
et al. (2005) relataram que em branquias de mosquitofish expostos a carbofurano houve
inibi¢do (40%) da atividade da GST.

Neste estudo houve reducdo na atividade da GST em branquias de A.
multispinis intoxicados com deltametrina. Segundo SCOTT et al. (1992), linguados
expostos a 3-MC (3-metilcolantreno) tiveram a glutationa S-transferase hepdtica
reduzida sugerindo inibicdo do metabolismo, acredita-se que muitas variacdes entre
populacdes de peixes nativos e entre a relacdo dose / resposta pode ser encontrada.
Talvez a biotransformacdo da deltametrina em compostos mais facilmente eliminados
ndo envolva reacdes de conjugacdo. Portanto para se conhecer melhor a via de
eliminagdo dos piretréides, ha necessidade de avaliar outros tecidos e outros substratos,

pois pode tratar-se de outra isoforma da GST.

5.2) MIGRACAO E CULTIVO CELULAR EM A. multispinis

Embora as condi¢des do sangue de peixes venham sendo cada vez mais
utilizadas em programas de biomonitoramento como indicadores de alteracdes
fisiolégicas, segundo BOLS et al. (2001) e AFFONSO et al. (2002), o problema mais
importante para o uso desses dados em estudos ambientais € a falta de informacao
basica sobre a resposta do sangue contra agentes exdgenos e principalmente em

espécies tropicais.
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A contagem de eritrdcitos, a taxa de hemoglobina no sangue total, a taxa de
hematdcrito, o volume corpuscular médio, a quantidade de hemoglobina corpuscular
média e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média sdo alguns dos parametros
hematolégicos comumente utilizados em peixes (HEATH, 1995). CERQUEIRA &
FERNANDES (2002) avaliaram por meio dos parametros acima descritos a exposi¢cao
de Prochilodus scrofa ao CuSQy.

Além da temperatura, outros fatores sdo apontados como responsaveis por
variacdes do quadro sanguineos em peixes teledsteos, pois DENTON & YOUSEF
(1975) observaram variacdes sazonais no hematdcrito e na concentracdo de
hemoglobina em O. mykiss, cultivados durante um ciclo anual e em temperatura
constante (11 — 13°C). Atribuiram tais alteracdes a dieta e as atividades metabdlicas da
espécie.

A época da colheia das amostras de sangue de A. multispinis interferiu com
os resultados obtidos. A melhor época para a colheita coincidiu com a época de sua
reproducdo (entre os meses de setembro e fevereiro). O sangue do A. multispinis possui
a capacidade de hemolisar facilmente, caracteristica também observada por HRUBEC
et al. (1996) em diversas espécies de peixes. Problemas como estes foram descritos por
outros autores. No sangue circulante de Coregonus macrophthalmus eritrécitos
imaturos foram observados durante todo ano, mas sua freqiiéncia € maior no outono
(CAVICCHIOLLI & ZAVARINI, 1977). Similarmente, Colossoma macropomum na
Amazonia brasileira, exibiu significativa alteracdo sazonal no hematdcrito relacionada
ao nivel de oxigénio dissolvido, sendo os maiores valores encontrados no més de
marco (VAL, 1999).

Os peixes apresentam os mesmos tipos celulares do sangue periférico do
que outros vertebrados, possuindo a mesma morfologia e a mesma fungao fisiolégica
do que os encontrados em mamiferos. Porém existem vdrios fatores que limitam a
interpretacdo dos resultados. O fator bioldgico mais importante na interpretacdo das
andlises das células brancas € a variagdo em tipo, nimero e aparéncia dos leucdcitos
nas diferentes espécies de peixes (BARTON & IWAMA, 1991).

O ndmero de leucdcitos do sangue encontrado no A. multispinis (4143 —
5797 cel/uL) € menor do que o de outras espécies, tais como: tilapia (21600 —154700
cel/uL), Chanos chanos (milkfish)(17500 —=92500 cel/uL), I. punctatus (bagre do canal)
(164000 cel/uL), Colossomus brachypomum (tambaqui) (33500 cel/uL) e
Oncorhyncus aquabonita (truta) (61900 — 62900 cel/uL) (HRUBEC et al., 1996). No
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bagre tropical Clarias lazera ocorre aumento de leucdcitos totais no periodo de verao,
quando € maior a temperatura e o periodo de luz nas regides tropicais (SHABANA et
al., 1990).

O numero de eritrécitos encontrado para o A. multispinis € muito menor do
que em outras espécies estudadas, mas temos que salientar que esta espécie tem
comportamento noturno, vive em profundidade e € pouco ativo, portanto o consumo de
oxigénio pode ser menor do que as espécies que costumam ser estudadas, tais como:
trutas, salmolideos, carpas e tildpias (LANE, 1979; IWAMA et al., 1986; SPECKNER
et al., 1989; HRUBEC et al., 2000, respectivamente). Segundo HRUBEC et al. (1996)
o numero de eritrécitos varia de acordo com a necessidade de oxigénio.

Os teledsteos de respiragdo aérea possuem taxa metabdlica elevada devido
ao curto tempo de circulacdo sanguinea. Assim, apresentam menor quantidade de
eritrocitos e hematdcrito (PEREZ et al., 1984), mas tem maior volume nos eritrocitos
que os peixes de respiracdo exclusivamente aquatica e de habito lento (ALMEIDA —
VAL & VAL, 1995). Essa relacdo € clara nos cascudos, peixes de respiracdo aérea
facultativa quando comparados as espécies das familias Characidae, Cichlidae,
Centrarchidae, Mugilidae, Salmonidae e Anostomidae, de respiracdo exclusivamente
aquatica. O cascudo Hypostomus regani € uma espécie que além de ter respiracdo aérea
facultativa vive em dguas correntes e rasas bem oxigenadas e utiliza o estbmago como
Orgdo acessorio para respiracdo aérea (FERNANDEZ et al., 1999). Assim esse peixe
ndo necessita de muitos eritrcitos para carrear hemoglobina. Resultado semelhante foi
encontrado com a espécie de cascudo estudada.

Estudos recentes demonstraram que ha uma relagdo inversa entre o tamanho
dos eritrocitos e a habilidade natatéria de teledsteos marinhos, com reflexo na
concentracdo de hemoglobina. Nesses peixes € alta a demanda de oxigénio e elevada a
taxa metabolica. A eficiente capacidade de locomocdo € sustentada por grande massa
de musculo vermelho aerdbico. Entretanto, as espécies mais sedentdrias possuem
menor quantidade de eritrécitos, menor concentracdo de hemoglobina corpuscular
média e maior volume de eritrécitos, uma vez que possuem pouco musculo vermelho
exaurindo-se rapidamente durante o esforco fisico. Em teledsteos dulcicolas, as
espécies de menor porte, geralmente, possuem menor quantidade de eritrocitos que as
maiores. No entanto, as espécies menores tém habitos relativamente ativos sendo sua
demanda de oxigénio compativel com sua quantidade de eritrécitos (TAVARES DIAS

& MORAES, 2004).
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Os valores da hemoglobina (4,22 + 0,18 g/dL) dos cascudos também foram
mais baixos do que os encontrados na literatura. Segundo HRUBEC et al. (1996), os
valores da hemoglobina sdo baixos quando comparados com mamiferos, geralmente
entre 5 e 10 g/dL, no entanto, peixes mais ativos podem ter valores mais altos. Indices
de hemoglobina e eritrécitos tem sido determinado em varios estudos, mas ndo tem
resultados conclusivos que possam ser relacionados com problemas de anemias.

Os valores da taxa de hematdcrito do A. multispinis foram mais baixo
quando comparado com outras espécies tropicais. Valores da taxa do hematdcrito
observados em sangue de H. malabaricus foi de 25,33% (COSTA, 2006), em I.
punctatus foi 23,9% (LIM et al.,, 2000) e em C. macropomum, entre 20-23%
(AFFONSO et al., 2002), mas sao distintos daqueles de outras espécies como O. mykiss
(35,6%; MATTSSON et al., 2001) e Rhandia quelen (35,3%; LERMEN et al., 2004).

Relatos de HRUBEC et al. (1996), mostram os valores hematolégicos
extremamente mais elevados do que encontramos para a espécie estudada, mas
devemos salientar que as espécies estudadas pelos referidos autores sdo coletadas em
ambientes diferentes e também mais ativas. Outros fatores como: estado nutricional,
sazonalidade, maturacdo gonadal, sexo e variacdo genética também podem influenciar
significativamente as varidveis hematoldgicas (KORI-SIAKPERE, 1976), fatores estes
também observados neste estudo. Contudo pode haver ainda, diferencas na
metodologia de colheita de sangue, como tipo de anticoagulante, as quais também
podem atuar como fonte de variagdo de resultados hematolégicos em peixes.
TAVARES-DIAS & SANDRIN (1998) demonstraram que o hematdcrito e taxa de
hemoglobina do sangue heparinizado sio maiores se comparados ao encontrado no
sangue colhido com EDTA, para um mesmo animal.

ApOs estresse pode haver alteracdes no hemograma dos peixes. As
alteragdes na concentracdo de hemoglobina, hematdcrito ou contagem de eritrécitos,
indicam a ocorréncia de hemoconcentracio (aumento desses parametros) ou
hemodiluicao (redu¢do hemoconcentra¢do), devido a disfun¢do osmorregulatoria.
Além disso, a hemoconcentracdo pode ser decorrente do aumento do consumo de
oxigénio, na tentativa de suprir o aumento da demanda energética e/ou de liberacao de
eritrocitos pelo baco. Entre as alteragdes leucocitdrias, a mais comum € a redugdo do
percentual ou numero de linfécitos circulantes, possivelmente em decorréncia de sua
redistribuicdo entre os Orgdos linfopoieticos ou do trafego desses leucdcitos

(TAVARES & MORAES, 2004). Em Stizostedion vitreum 60 minutos apds
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manipulacdo ocorreu aumento no numero de linfécitos, que diminuiram apds 180
minutos, sem alteracao no percentual de neutréfilos (BARTON & ZITZOW, 1995). A
captura de P. mesopotamicus (MARTINS et al., 2000) aumenta o percentual de
neutréfilos e reduz o de linfécitos, enquanto em C. macropomum causa leucocitose,
decorrente do aumento do nimero de linfécitos e de neutréfilos (TAVARES-DIAS et
al., 2000a). Por outro lado, em I. punctatus ocorre leucopenia, linfocitopenia e
neutrofilia apos o transporte (ELLSAESSER & CLEM, 1986).

Neste estudo, na contagem diferencial de leucdcitos no sangue, nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos. Foi encontrada muita
dificuldade para caracterizar as células na contagem diferencial e, segundo AFONSO et
al. (1998) e VALE et al. (2002), € dificil distinguir e quantificar a populacdo
leucocitdria (mondcitos e neutréfilos) usando critérios simples de morfologia. O ideal
seria usar técnicas citoquimicas, incluindo andlise de peroxidase, seguida por
periddicas reagdes de dcido — Schiff.

Fagocitose, morte e degradacdo de microorganismos invasores por fagocitos
especializados fazem parte de um processo crucial para a defesa dos vertebrados contra
algumas infec¢des (HINE, 1992; BROWN, 1995). O interessante é que os mamiferos e
peixes teledsteos utilizam os mesmos tipos de células fagociticas (neutrdfilos e
macrofagos) na defesa de uma infeccao (BROWN, 1995). Neutréfilos sdo encontrados
em nimeros altos no sangue e em 6rgdos hematopoieticos como uma reserva, mas em
condi¢des normais sdo raros em tecidos e cavidades corporais. Como observado neste
estudo, a contagem total de leucécitos do sangue dos A. multispinis estimulados com a
maior dose de LPS foi significativamente maior quando comparada com o grupo
controle. Estes dados sugerem que o LPS pode incitar uma resposta inflamatéria, como
observado em ratos e em outras espécies de mamiferos (ULICH et al., 1991). Pode ser
utilizado em peixes para estudos de inflamacao, pois as células sangiiineas de defesa
organica aumentaram significativamente. A resposta da inflamagdo aguda caracteriza-
se por neutrofilia e monocitose no sangue (ROBERTS, 1989; SUZUKI & IIDA, 1992).

Os peixes respondem de diferentes maneiras de acordo com o estimulo de
estresse (CARNEIRO e URBINATI, 1998; MARTINS et al., 2000; 2001; GOMES et
al., 2003). Diferente do observado em B. cephalus e C. macropomum (CARNEIRO e
URBINATI, 1998; TAVARES-DIAS et al.,, 2000a) houve aumento no numero de
eritrocitos em tildpias submetidas ao estresse continuo e ao estresse inico (MARTINS

et al., 2004). MARTINS et al. (2004) relataram inalteracdo no hematdcrito, aumento na
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porcentagem de neutrdfilos e diminui¢do de linfocitos em tildpias, resposta similar
encontrada nas observacdes de CARNEIRO e URBINATI (1998), MARTINS et al.
(2000, 2003) e TAVARES-DIAS et al. (2000a). O aumento nos nimeros totais de
leucdcitos e eritrocitos observado em tambacu (MARTINS et al., 2001) difere do
estudo com tildpia apds o mesmo tipo de estresse (MARTINS et al., 2004). Além disso,
foi observado aumento no nimero de eritrdcitos, leucdcitos e no hematdcrito apds o
estresse em C. carpio (SOPINSKA, 1984); I. punctatus (ELSAESSER & CLEM,
1986); em C. auratus (HOUSTON et al., 1996) e Morone saxatilis (YOUNG & CECH,
1993). Aumento na porcentagem de neutréfilos e diminuicdo na de linfécitos sdo
caracteristicas comumente observadas apds o estresse em S. trutta (PICKERING,
1984), A. anguilla (JOHANSSON-SJOBECK & LARSSON, 1979) e B. cephalus
(CARNEIRO et al., 2002).

Quando os peixes foram estimulados com deltametrina observou-se uma
leucocitose mostrando que o referido inseticida pode gerar uma resposta inflamatéria
como o LPS ou uma resposta de estresse, pois segundo vdrios autores este tipo de
resposta pode ser considerado uma resposta de estresse. E diferentemente de outros
inseticidas como organosfosforados que produziram linfopenia em carpas (SVOBODA
et al., 2001), indicando uma diminuic¢ao nao especifica da imunidade. Linfopenia como
conseqiiéncia de intoxicacdo aguda por paration foi reportado por NATH &
BANERIJEE (1996) em H. fossillis, e também por SIWICKI et al. (1990) em carpas
ap6s a intoxicacdo aguda por triclorfon. Porém, THUVANDER et al. (2002),
estudando trutas arco-iris expostas a Clophen A50, ndo observaram nenhuma diferenca
significativas sobre os leucdcitos.

O numero de eritrécitos dos A. multispinis que foram expostos a
deltametrina aumentaram significativamente, podendo ser explicado devido ao
mecanismo de acdo da deltametrina (CASIDA et al., 1983) que age prolongando a
abertura dos canais de sddio levando a despolarizacio da membrana podendo inibir a
acdo do GABA. Estes fatores levam ao estimulo do SNC e a hip6xia, ou seja, andxia de
tecidos periféricos. Resultados semelhantes foram encontrados em relatos com
intoxicacdo aguda por diclorvos em C. batrachus (peixe gato) (BENARIJI &
RAJENDRANATH, 1990), por triclorfon em Piaractus mesopotamus (pacu)
(TAVARES-DIAS et al.,, 1999c) e por triclorfon em Oreochromis mossambicus
(tilapia) (SAMPATH et al., 1993). Segundo RIFKIND et al. (1980) o aumento do

ndmero de eritrocitos e do hematdcrito vem sendo mostrado em estudos laboratoriais
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em diversas espécies quando expostas a hipoxia. Nestas condicdes, parece que o baco e
talvez o figado podem reativar a eritropoiese para compensar a demanda pelo aumento
do transporte de oxigénio para os tecidos periféricos. CHOWDHURY et al. (2004)
mencionam também que um acréscimo na hemoglobina e no hematdcrito estd
relacionado com um aumento da capacidade de transporte de O,, quando ocorrem
danos nas trocas gasosas em tecidos, durante hipdxia e exposi¢des cronicas ou agudas a
metais em solucgdo (Cd™, Zn™, Cu™, A" e Ni'™).

Em O. mykiss submetidos a hipdxia, a temperatura de 5°C, ocorre o
aumento nos niveis plamdticos de catecolaminas apds 24 horas. Contudo em
temperatura de 15°C, esse aumento ocorre tardiamente, apds 48 horas. Além disso, esse
estresse por hipdoxia tem reflexos no consumo de alimentos € no mecanismo
eritropoiético dos peixes. Assim, a reducdo dos niveis de oxigénio dissolvido na dgua
pode aumentar temporariamente a proporcao de eritrdcitos imaturos na circulagao dos
peixes (HOUSTON & MURAD, 1995). Porém, em cascudo H. regani a hipdxia por
exposicao ao ar aumenta o numero de eritrocitos maduros e imaturos, o hematdcrito e a
concentracdo de hemoglobina (FAVARETTO et al., 1981). No Lipossarcus pardalis a
hip6xia ambiental aumenta o hematdcrito, a hemoglobina e 0 CHCM. Esse aumento na
concentracdo de hemoglobina em ambas condicdes possivelmente favorece o aumento
de transporte de oxigénio, uma vez que ndo hd alteracio do numero de eritrécitos
circulantes (VAL et al., 1990). Similarmente, C. macropomum submetido a hip6xia
experimental apresenta aumento na quantidade de eritrécitos, hemoglobina e CHCM,
sugerindo também aumento na capacidade de carreamento de oxigénio. Porém, o
aumento do nimero de eritrécitos na circulacdo sanguinea pode ser decorréncia de
contracdo esplénica causada pela liberagdo de catecolaminas, induzindo aumento no
hematécrito (AFFONSO, 1999). Em contrapartida peixes expostos ao Pb*™", o Cd*", o
Hg™ apresentaram anemia (HEATH, 1995).

A inoculacdo intraperitoneal de agentes infecciosos em ratos tem sido
extensivamente utilizada como modelo para anédlises de resposta inflamatéria (SILVA
et al.,, 1987, APPELBERG et al., 1991). AFONSO et al. (1997, 1998) realizaram
experimentos em peixes da espécie O. mykiss (trutas) utilizando técnicas adaptadas
semelhantes as utilizadas para ratos e utilizadas neste estudo com A. multispinis.

A apoptose ou morte celular programada, é uma estratégia de eliminacdo
das células desnecessarias em favor da sobrevivéncia do todo o individuo, segundo

COHEN & DUKE (1992). Neutréfilos aumentam drasticamente em curto espaco de
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tempo nos focos infecciosos, por outro lado, trata-se de um leucdcito com elevada
citotoxicidade, a qual pode afetar o préprio hospedeiro, portanto neste caso a apoptose
€ importante para que os niveis de neutréfilos descam para os valores minimos apos a
fase de resolu¢do da inflamacao. J4, os macréfagos sao residentes em todos os locais do
organismo do peixe e € uma célula mais pobre em moléculas citotoxicas, sendo estas as
duas células que fazem a fagocitose nos peixes (AFONSO, 1999). Os macréfagos sao
células de duracdo mais longa, economizam energia e reduzem o risco de
citotoxicidade para o hospedeiro da defesa contra infec¢des. Podem ser isolados
facilmente no sangue (mondcitos), 6rgaos linféides (rins) e cavidade peritoneal de
peixes (SECOMBES, 1996).

Segundo MACARTHUR et al. (1985), a rapida mobilizagdo dos
polimorfonucleares e dos mononucleares para o local da lesdo serve para minimizar a
expansdo de doencas e iniciar a resposta imune. Para TAKASHIMA & HIBIYA
(1995), os neutréfilos ocorrem em baixa porcentagem em peixes relativamente sadios,
mas aumentam em numero com a ocorréncia de lesdes hepaticas. MELA (2004)
sugeriu que as lesdes hepdticas causadas pelo MeHg pode ter sido a principal causa
para um aumento no numero de neutréfilos em H. malabaricus expostos ao
organometal.

Com relacdo a populagdo de leucdcitos na cavidade peritoneal dos
cascudos, foi observado que existe naturalmente uma pequena populagdo de leucdcitos.
AFONSO et al. (1997) também relataram a existéncia de uma pequena populagdo
natural na cavidade peritoneal de trutas arco-iris. Quando inoculados com LPS, a
migracdo de leucdcitos foi evidente e significativa em relacdo a populagdo de
leucdcitos naturais, mostrando a ativacdo da defesa orginica da espécie estudada. A
resposta da inflamagdo aguda caracteriza-se por neutrofilia e monocitose no local da
lesdao (ROBERTS, 1989; SUZUKI & IIDA, 1992; AFONSO, 1999).

A resposta inflamatdria foi avaliada a partir da contagem total de leucdcitos
no exsudato da bexiga natatéria de peixes por MARTINS (2000) com injecdes de
carragenina e LPS em P. mesopotamicus, por MARTINS et al. (2001) com inje¢des de
NaCl em hibrido tambacu, e por MARTINS et al. (2004) com inje¢des de carragenina e
LPS em O. niloticus.

Em O. niltoticus  MATUSHIMA & MARIANO, 1996) e P. mesopotamicus
(MARTINS, 2000) injetados com carragenina, a célula predominante no exsudato

inflamatério € o trombdcito, havendo também macréfagos e mais raramente linfécitos.
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Em Morene saxtilis a inje¢ao intra peritoneal com Bacillus cereus mortos induz ao
aparecimento de macrofagos, neutrdfilos e eosindfilos. Em O. mykiss a injecdo de
ergosan, um &cido derivado de algas marrom, induz acimulo no exsudato inflamatério
de neutréfilos, mas ocasionalmente linfécitos podem ser encontrados (PEDDIE et al.,
2002). A injecao de tioglicolato, LPS e Aeromonas hydrophila, em P. mesopotamicus,
também induz acimulo predominantemente de trombdcitos no sitio inflamado, seguido
de linfécitos, granuldcitos e macréfagos (BOZZO, 2004).

Em P. mesopotamicus (MARTINS, 2000) injetados com carragenina e nas
tilapias (MARTINS et al., 2004) injetadas com carragenina ¢ LPS, o nimero total de
leucécitos encontrados no exsudato da bexiga natatéria foi de 8.000, 24.555 e 32.229
c€lulas/uL, respectivamente. Valores estes muito mais elevados do que os encontrados
neste estudo quando a cavidade peritoneal foi estimulada com LPS. Porém segundo os
autores MARTINS (2000) e MARTINS et al. (2004) nao foi possivel obter a populacio
de leucécitos normalmente residentes na bexiga natatdria, sendo necessario algum tipo
de estimulo. MARTINS et al. (2001) estudaram a resposta inflamatéria no hibrido
tambacu onde apds injecdo com NaCl a contagem total de leucdcitos no exsudato foi
maior do que o mesmo tratamento em tildpia (MARTINS et al., 2004). Quando as
tildpias e os tambacu foram submetidos aos estimulos de estresse (captura em rede), a
injecdo de carragenina provocou aumento no numero total de leucécitos no exsudato,
quando comparado com os valores dos grupos que nao foram submetidos aos estimulos
de estresse (MARTINS et al., 2001; 2003). LPS e E. coli intraperitonealmente injetados
em P. platessa induziram trés vezes mais o nimero normal de leucécitos como relatado
por MACARTHUR et al. (1984).

Os peixes tratados com a deltametrina tiveram uma migracdo leucocitdria
significativamente maior dos que os peixes que ndo foram expostos ao inseticida,
mostrando que a deltametrina pode agir como ativador da inflamacdo. Resultados
semelhantes foram encontrados em trutas expostas a doses baixas de cadmio
(ZELIKOFF et al., 1995). Segundo NAYAK et al., 2004, carpas expostas a O-
permetrina mostraram diminui¢ao da resisténcia bacteriana quando em contato com A.
hydrophila, portanto consideraram a oO-permetrina como imunossupressor devido
principalmente a reducdo da proteina total, albumina e globulina.

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra invasdao de
patégenos, toxinas, lesdes ou danos ambientais que perturbam a homeostase do

organismo, procurando realizar a destrui¢do rapida e eficiente dos mesmos. A resposta
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imune ndo especifica de peixe € freqiientemente reportada como uma funcdo da
atividade de macrofagos tais como: fagocitose, quimiotaxia e atividade de neutrofilos.
Os neutroéfilos tornam-se mais aderentes para tecidos com producdo de proteinas, que
facilitam sua migracdo de capilares para o local da injuiria, sendo que também exibem
um aumento na producdo de oxigénio durante o processo de explosdao respiratdria
(NAYAK et al, 2004). Marcadores imunolégicos podem ser usados como
biomarcadores da saide de uma populagdo devido a sensibilidade do sistema imune do
peixe. A atividade dos neutréfilos pode indicar o status da saide do peixe, podendo
correlacionar com a atividade degradadora de neutréfilos e macréfagos, estabelecendo
parametros apOs a imunossupressao por pesticidas e bactérias, servindo como um
indicador ttil do grau de imunossupressao causado por estes agentes (DAS, 1998).

Segundo AFONSO et al. (1997) utilizando microscopia eletronica,
mostraram que os leucdcitos estimulados na cavidade peritoneal sao macréfagos (33 -
39%), pequenos linfécitos (46 - 53%), granuldcitos (1 - 3%), 9 - 13% das células nao
puderam ser identificadas, trombdcitos e eosindfilos foram raros. No entanto, as células
nao puderam ser identificadas com confianca por microscopia de luz. Resultado este
semelhante aos deste estudo, pois ndo se conseguiu realizar a contagem diferencial por
microscopia de luz. Segundo AFONSO et al. (1999) a atividade da peroxidase pode ser
usada como método indireto para avaliacdo quantitativa da resposta de neutrofilos
durante a inflamacdo peritoneal.

Os macréfagos de rim de A. multispinis foram escolhidos, pois permitem
medir a resposta citotoxica diretamente na cultura celular e pela sua capacidade para
manter as fungdes imunoldgicas na presenca de diferentes agentes quimicos (BARILE
et al., 1994). Vdrios fatores sdo capazes de estimular os macréfagos (citocinas
produzidas pelo hospedeiro frente a intermedidrios inflamatérios produzidos por
microorganismos). Os macréfagos de peixes, como os de mamiferos, sdo susceptiveis a
ativacdo in vivo ou in vitro, ativando diapedese, aumentando a sua aderéncia a
superficies plasticas ou de vidro, fagocitando mais e rapidamente desencadeando a
explosdo respiratéria com produgdo de dnion superdxido e outros radicais de oxigénio
e, conseqiientemente, aumentando sua capacidade bactericida e larvicida (SECOMBES
& FLETCHER, 1992).

A producdo de NO na ativacao de macréfagos de vdrias espécies de peixes,
tais como: gulf killfish (Fundulus grandis), turbot (Scophthalmus maximus), goldfish
(C. auratus L.) e sea bass (D. labrax), vem sendo estudados por ROSZELL & RICE
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(1998), TAFALLA & NOVOA (2000), NEUMANN et al. (2000) e SARMENTO et al.
(2004), respectivamente, sendo que os primeiros a demonstrar a indu¢do do NO por
macréfagos de peixes foram WANG et al. (1995). Resultados e metodologias
semelhantes a este estudo foram encontrados por WANG et al. (1995) em goldfish,
apds 6 horas da estimulag@o por LPS, por NEUMANN et al. (1995) em goldfish apds
72 - 96 horas da estimulacado de LPS e por SARMENTO et al. (2004) em sea bass apds
48 horas da estimulacdo de LPS.

A temperatura utilizada para incubagdo do cultivo de macréfagos de A.
multispinis foi entre 20 - 22°C, temperatura habitual desta espécie na natureza. A
literatura relata, que a temperatura fora da zona de valores a que o peixe estd
aclimatado (menor ou maior) inibem as fungdes dos fagocitos, reduzindo a magnitude
da explosdo respiratéria (SECOMBES & FLETCHER, 1992; HARDIE et al., 1994).
NEUMANN et al. (1995) relataram que a producdo de fator ativador de macréfagos
(MAF) foi dependente da temperatura e duracdo da incubagao (72 - 96 horas em 30°C).

A dexametasona na maior dose utilizada reduziu significativamente a
producdo de NO em A. multispinis (p<0,001) em relacdo ao meio. Porém ndo houve
reducdo da viabilidade celular, mantendo-se em torno de 76% do nimero de células
vidveis, sendo que esta porcentagem ndo apresentou diferenga significativa entre os
grupos estudados, mostrando que os macréfagos de peixes apresentam o mesmo tipo de
resposta dos macréfagos de mamiferos frente a dexametasona. Resultados similares
foram encontrados por PAGNIELLO et al. (2002) estudando o efeito de
corticosteroides sobre a viabilidade e proliferacdo de macréfagos de truta arco-iris. Os
autores relataram que a viabilidade celular ndo foi alterada pelo cortisol e
dexametasona, no entanto houve reducdo na capacidade da cultura em produzir NO.
Portanto, concluiram que a proliferacdo dos macréfagos de truta arco-iris € regulada
pelo cortisol, porém o efeito € modulado possivelmente, através da liberacao de
citocinas através de estimulos ambientais.

Moléculas bioldgicas podem ativar os fagdcitos dos peixes (salmdes e
trutas) como o LPS (SECOMBES, 1990; SOLEM et al., 1995). Segundo SECOMBES
& FLETCHER (1992), a presenca de certos poluentes na dgua tem efeito supressores
sobre a atividade dos fagdcitos dos peixes.

O LPS estimulou os macréfagos de A. multispinis nas duas doses utilizadas
apresentando diferenca significativa em relacdo ao meio, porém a dose 10 pg.mL’

apresentou o melhor aumento de nitrito, portanto sendo esta dose escolhida para os
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experimentos. Estes resultados sdo similares aos de SARMENTO et al. (2004) em
trutas e TAFALLA & NOVOA (2000) em turbot. Contudo, WANG et al. (1995)
utilizaram 20 pg.mL"' de LPS e NEUMANN et al. (1995) utilizaram 5 pg.mL"' de LPS
para estimular macréfagos em goldfish, evidenciando que a dose de LPS depende da
espécie de peixe. A producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos € conhecida como
uma via de defesa celular contra invasdao de patogenos, tais como virus, bactérias,
protozodrios, como também de tumores (NATHAN & HIBBS, 1991). TAFALLA &
NOVOA (2000), REYNAUD et al. (2003) relataram significativa estimulacdo dos
macréfagos extraidos de rim anterior de turbot (S. maximus) e de carpas (C. carpio L.)
por LPS, respectivamente, observado pelo aumento da producdo de NO.

A deltametrina sozinha ou em associacdo ao LPS produziu uma grande
quantidade de nitrito, mostrando ser também um estimulador de macréfagos de A.
multispinis. Resultados semelhantes foram encontrados em ratos expostos a PCBs
(bifenilas policloradas) que estimularam rapidamente neutréfilos in vitro produzindo
grandes quantidades de nitrito (BROWN et al., 1998). Segundo DUCHIRON et al.
(2002), o lindade aumentou a atividade dos macréfagos das trutas pela ativagdo do
célcio intracelular. Esta pode ser a via de ativacdo do NO pela deltametrina em
macréfagos de A. multispinis, ou seja, ativando o célcio intracelular, pois 0 mecanismo
de acdo da deltametrina conhecido € prolongar a abertura dos canais de sddio
provocando despolarizacdo da membrana, conseqiientemente mantendo o célcio mais
tempo no interior da célula, porém isto deve ser invetisgado posteriormente. Em contra
partida, a ativacdo de macrofagos extraidos do rim anterior de sea bass (D. labrax)
expostos a HgCl, diminuiu, apresentando relacdo dose / dependente para producdo de
NO (SARMENTO et al., 2003) e fagécitos de carpa tratados com triclorfon e diclorvos
também inibiram a producdo de NO (DUNIER et al., 1991).

Contudo a regulacdo da ativacdo de macréfagos em peixes parece ser tao
complexa como a de mamiferos, pois existe uma diversidade de métodos que podem
ser utilizados na produgcdo de NO, como também vdrias substidncias que podem
estimular ou inibir os macréfagos, dependentes da dose, dos tecidos e da espécie de

peixes utilizados nos estudos.
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6) CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

O A. multispinis pode ser utilizado como um modelo para estudos
toxicoldgicos in vivo e in vitro;

As atividades da colinesterase e da GST mostraram ser bons
biomarcadores para a DM;

Os valores basais de leucdcitos, eritrdcitos e taxa de hemoglobina do A.
multispinis sao menores do que a maioria das espécies estudadas;

O LPS pode ser utilizado em A. multispinis para inducdo de resposta
inflamatoria;

A deltametrina € capaz de produzir leucocitose no sangue e migracao de
leucécitos para a cavidade peritoneal em A. multispinis;

Ha similaridade no mecanismo da producdo de 6xido nitrico pelos
macréfagos de A. multispinis e pelos macrofagos de outras espécies
animais;

Ha necessidade de mais estudos em relagdo ao cultivo celular do A.
multispinis para elucidar o mecanismo de estimulagdo dos macréfagos

frente a deltametrina e ao LPS.
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8)APENDICE

8.1) DROGAS, DOSES E SOLUCOES

- Lipopolissacarideo Escherichia coli 0111:B4 (Sigma ,Chemical &
Co.,EUA) 100 ng /mL (diluido em salina estéril);
- Solucdo salina estéril 0,9% (BDH).

- Deltametrina (C,,H9Br,NOs3) de grau técnico 99,8% Aventis CropScience
Brasil (Sao Paulo/SP), dissolvida em 4 gotas Tween 80 estéril (Merck) e
solugdo salina estéril 0,9%; (100 ng/mL).

- EDTA (BDH).

- Soro fetal bovino (Cultilab ,Sao Paulo/SP, Brasil).

- Meio de cultivo L-15 (Cultilab ,Sdo Paulo/SP, Brasil).

- Percoll e diluentes (Cultilab ,Sao Paulo/SP, Brasil).

- Penicilina /Streptomicina (Cultilab, Sao Paulo/SP, Brasil).

- Heparina (Liquemine, Roche, Brasil).

- Dexametasona (4 mg.mL'l) (Decadronal, Prome, Brasil).

- Eosina amarela (Merck, Brasil).

- Tripsina 25% (Sigma Chemical & Co., EUA).

- Cloreto de naftiletilenodiamina 0,1% (Sigma Chemical & Co., EUA).
- Sulfanilamina a 1% (Sigma Chemical & Co., EUA).

- Solucao de Tripsina (Sigma Chemical & Co., EUA).

- DTNB (Sigma Chemical & Co., EUA).

- lodeto de acetilcolina (Sigma Chemical & Co., EUA).

CDNB (Sigma Chemical & Co., EUA).

- GSH (Sigma Chemical & Co., EUA).

- Resorufina (Sigma Chemical & Co., EUA).

- NADPH (Sigma Chemical & Co., EUA).

- Metanol (Merck, Brasil)

- Solucdo de Bradford (Merck. Brasil).

- Alcool absoluto (Merck, Brasil).
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- Formoldeido (Merck, Brasil).

- Acido acético (Merck, Brasil).

- Paraplast plus (Sigma, Brasil).

- Albumina (Mayer).

- Xilol (Merck, Brasil).

- Hematoxilina / Eosina (cedida pelo Laboratorio de Histopatologia —
PUCPR)

- Tris (hidroximetil)-aminometano (Serva)

8.2) SOLUCOES, TAMPOES E MEIO DE CULTURA

- Solucao mae de PBS (salina tamponada em fosfato)

INACL et e e e e ettt e e st e e e snbbeeeennaee 80g
KL, 2g
NAZHPOA.2H2O0.........coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 14,4g
KH2POA ... 2g
Agua bidestilada (Mili-Q)........o.oveeveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeenes q.s.p.1000 mL

Depois autoclavar para armazenar. Acertar o pH para 7,2-7,4.

- Solucao mae de PSB ( peixe)

INACL ..ttt ettt et e 6,054g/L.
KH2POA ...ttt 0,218 g/L
INAZPOA ...ttt 0,11g/L
KICLL ettt 0,94¢g/L
CaClLaHoO ..o 0,132 g/L
MECL2.6H2O ... 0,0996 g/
Agua bidestilada (Mili-Q)..........ovoeveveevreeeeeereeeeeeeeeeeee s g.s.p-1000 mL

Depois autoclavar para armazenar. Acertar o pH para 7,4.

- PBS para coletar o exsudato peritoneal

PBS (diluido 1:10 em dgua mili-Q).....ccvevrviieeriieiiiieeiee e 30mL
Heparina (0,2 mL de heparina /100mL de PBS diluido ).................... 0,6mL
Albumina 3% (1 mL de albumina /100 mL de PBS diluido)................... 3mL

- Albumina bovina 3%

ATDUMINA. ..ttt et e st e e 3g
PBS dilufdO...ccueeeiieiieieeeee s 100 mL
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- Corante pancronico de Rosenfeld

Corante de Giensa (azul eosina — azul metileno)............ccccceeuveeeeecnneeenns 0,97¢g
Corante de May-Gronwald( eosina —azul metileno)........c.cccoceeeveeueennee. 0,53¢g
Acrescentar em um litro de metanol P.A. e filtrar.

- Solucao de Eosina

Eosina amarelada ...........coocuiiiiiiiiiiiiii e g
SolUCAO FiSIOIOZICA. ..cuvvieeiiieeiiieeeiieeeee e g.s.p. 100 mL.

- Corante de Natt / Herrick’s (contagem de leucécitos e eritrocitos):

NACT et e e et 3,88¢g
N 2SO et 2,50g
NagHPO4. 12H20 ............................................................................ 2,9 1 g
KH2P04 .......................................................................................... 0,25 g
37T TOrMALINQ .covvveneeeeeeeeeeeeeeeee et eeee e 7,5 mL
MEt] VIOIETA 2B... oo 0,10g
Agua destilada ..........co.ooovveveeeeeeeeeeeeeeee e g.s.p.1000 mL

- Solucao de Tripsina 0,25 %

TIIPSINA. ettt ettt et as 025¢g
SOIUCAO SaAlINA..cc.uviieiiiieiie et g.s.p 100 mL
- Viabilidade celular por MMT

MTT(SIZMA) weoiiiiiiiiiiiiieeee ettt 250mg

Solucgdo salina tamponada sem Ca € Mg.......ccceevvieniiieiniiieniieenieeeee 50mL

- Solucao de SDS 10% acidica:

Acido clorfdrico IM(BDH)..........rvuureerriieiieesesiseeeseseseseseeesseesenns SmL
SDS (SigMa)....cociiiiiiiiiiiiiiiiii s 50g
Agua destilada ........oooueiiiiiiiiiiie g.s.p-500 mL

- Solucao Alfac

ALCOOL @ 806 et e e 85 mL
l*jormaldel’do ....................................................................................... 10 mL
AcCIdO aCEHICO GIACIAL ..eveeeeeieieieieeeee e 5 mL



- Solucao tampao Tris 0,1M

"l:ris (hidroximetil)-aminometano (Serva) .......ccccuuee......
Agua destilada ........coooveeriiiiiiiiinin
- Solucao tampao NaCl 0,1M

Solugﬁo NaAC] (MErcK) .oooooviviieiiieiiiieeeeeeeeeeeeeee e
Agua destilada ........coooeiiiiiiiiiiiin

g.s.p- 1000m L

........... 58,44 ¢

g.s.p- 1000m L
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