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RESUMO 
 
 
O arsênio é um metaloide amplamente utilizado em diversos tipos de indústrias, na 
fabricação de agrotóxicos, na mineração e fundição, além de ser liberado na queima 
de combustíveis fósseis. A grande descarga deste composto no ambiente levou a 
contaminação de corpos de água por todo o globo, expondo diversas espécies à água 
contaminada. Os efeitos desse metaloide para organismos aquáticos têm sido 
avaliados, entretanto ainda são poucos os dados para espécies neotropicais. Além 
disso, a maioria dos estudos foi realizada com animais expostos ao As por períodos 
longos de tempo ou a altas concentrações. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar 
os efeitos e mecanismos de toxicidade do As utilizando-se diversos biomarcadores e 
duas espécies de peixes como modelos experimentais, sendo eles juvenis do 
teleósteo Neotropical Prochilodus lineatus (exposições in vivo) e a linhagem celular 
de hepatócitos de Danio rerio – ZFL (exposições in vitro). Para os experimentos in 
vivo, juvenis de P. lineatus foram expostos ao As nas concentrações (em μg L-1) de 
0,1 (As 0,1), 10 (As 10) e 1000 (As 1000) e um grupo foi mantido em água desclorada 
e constituiu o grupo controle (CTR). Decorrido os tempos experimentais (24 e 96 h), 
os animais foram anestesiados em benzocaína e o sangue foi retirado pela veia 
caudal. Em seguida, os peixes foram mortos por secção medular para retirada dos 
órgãos (fígado, músculo e cérebro). Após a realização de análises hematológicas, o 

sangue foi centrifugado e o plasma foi armazenado (-20C) para análise de íons 

plasmáticos. Os órgãos foram armazenados (-70C) e posteriormente o fígado foi 
processado para análises de parâmetros de estresse oxidativo: atividade da 
superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e 
glutationa S-transferase (GST), conteúdo de glutationa (GSH) e lipoperoxidação 
(LPO). Em cérebro e músculo foi determinada a atividade da acetilcolinesterase 
(AChE). Os resultados mais evidentes foram observados após 96 h, nos grupos As 10 
e As 1000, nos quais houve redução na concentração plasmática de Na+ e aumento 
de K+, além de aumento na atividade hepática da GPx, SOD e CAT. Também ocorreu 
inibição da AChE no cérebro, no mesmo tempo experimental. Para os experimentos 
in vitro, células ZFL foram expostas ao As nas concentrações (em µg.L-1) de 0,1 (As 
0,1), 10 (As 10)  e 100 (As 100), ou somente ao PBS (CTR), por 1, 3 e 6 h. Foram 
avaliadas a viabilidade celular pela funcionalidade mitocondrial (MTT) e integridade 
da membrana (Azul de Trypan), a geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), a 
capacidade antioxidante total (ACAP) e a genotoxicidade (teste do cometa). Os 
resultados mais relevantes foram nos grupos As 10 e As 100 após 6 h, nos quais 
houve diminuição da geração de ERO e aumento da ACAP. Com relação a 
genotoxicidade, o As promoveu aumento nos danos no DNA nas células ZFL em todos 
os tempos de exposição. Assim, tanto P. lineatus como a linhagem celular ZFL foram 
sensíveis ao As, demonstrando importantes alterações mesmo após exposição por 
curto período de tempo e a baixas concentrações do metaloide. 
 
Palavras-chave: prochilodus lineatus; linhagem celular ZFL; defesas antioxidantes; 

genotoxicidade; neurotoxicidade. 
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ABSTRACT 
 
 
Arsenic is a metalloid widely used in different types of industries, in the production of 
pesticides, in mining and smelting; in addition, burning of fossil fuels can release As. 
The large discharge of this compound into the environment has led to a global 
contamination of water bodies, exposing several species to contaminated water. The 
effects of this metalloid on aquatic organisms have been evaluated, however there are 
few data for neotropical species. Furthermore, most studies were performed with 
animals exposed to As for long periods of time or to high concentrations. Thus, the aim 
of this work was to evaluate the effects of As and its mechanisms of toxicity using 
different biomarkers and two fish species as experimental models, juveniles of the 
Neotropical fish Prochilodus lineatus (in vivo exposures) and the hepatocyte cell 
lineage of Danio rerio – ZFL (in vitro exposures). For the in vivo experiments, juveniles 
of P. lineatus were exposed to As concentrations (in μg L-1) of 0.1 (As 0.1), 10 (As 10) 
and 1000 (As 1000) and one group, kept in dechlorinated water, constituted the control 
group (CTR). After the exposure periods (24 and 96 h), the animals were anesthetized 
in benzocaine and blood was taken from the caudal vein. Then, the fish were killed by 
medullary section to remove the organs (liver, muscle, and brain). After performing 

hematological analyses, the blood was centrifuged, and the plasma was stored (-20)  

for the analysis of ions. The organs were stored (-70) and then the liver was processed 
for the analysis of oxidative stress parameters: activity of superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST), 
glutathione content (GSH) and lipoperoxidation (LPO). In brain and muscle, 
acetylcholinesterase (AChE) activity was determined. The most evident results were 
observed after 96 h, in the As 10 and As 1000 groups, in which there was a reduction 
in the plasma concentration of Na+ and an increase in K+, in addition to an increase in 
the hepatic activity of GPx, SOD and CAT. Inhibition of AChE in the brain also occurred 
at the same experimental time. For the in vitro experiments, ZFL cells were exposed 
to As at concentrations (in µg.L-1) of 0.1 (As 0.1), 10 (As 10) and 100 (As 100) or only 
to PBS (CTR ) for 1, 3 and 6 h. It was evaluated cell viability by mitochondrial 
functionality (MTT) and membrane integrity (Trypan Blue), generation of reactive 
oxygen species (ROS), total antioxidant capacity (ACAP) and genotoxicity (comet 
test). The most relevant results were in the As 10 and As 100 groups after 6 h, in which 
there was a decrease in ROS generation and an increase in ACAP. Regarding 
genotoxicity, As promoted an increase in DNA damage in ZFL cells at all times of 
exposure. Thus, both P. lineatus and the ZFL cell line were sensitive to As, showing 
important alterations even after exposure for a short period of time and to low 
concentrations of the metalloid. 
 
Keywords: prochilodus lineatus; ZFL cell line antioxidant defenses; genotoxicity; 

neurotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 CONTAMINAÇÃO PELO ARSÊNIO 

 

 A presença de altas concentrações de metais e metaloides no ambiente 

constitui um problema global devido à dimensão dos lançamentos de origem 

antrópica e o seu contínuo aumento nos ecossistemas, atribuído em grande 

parte à industrialização e ao desenvolvimento urbano (Beveridge et al., 1997). A 

ação química dos metais tem despertado grande interesse ambiental, 

principalmente pelo fato de não possuírem caráter de biodegradabilidade. Isso 

faz com que permaneçam em ciclos biogeoquímicos, sendo o das águas naturais 

o seu principal meio de condução, podendo haver acumulação na biota aquática 

em níveis significativamente elevados. 

 O arsênio (As) é um elemento que possui diversas formas químicas 

com propriedades metálicas e não metálicas que o definem como metaloide, e o 

caracterizam como um elemento químico mais complexo, sendo o 20º elemento 

mais abundante da natureza, o 14º no ambiente marinho e o 12º no corpo 

humano (Mandal and Suzuki, 2002). O As pode estar presente no meio ambiente 

por fontes naturais ou antrópicas. A origem natural do As ocorre principalmente 

através da formação de minerais, como óxidos, arsenetos, arsenatos, sulfetos e 

sulfossais, sendo que a arsenopirita é o mineral mais comum das 

mineralizações. A liberação do As a partir de rochas minerais se dá pela 

oxidação da arsenopirita por O2 e Fe3+. Este semimetal fica retido nas rochas 

através da adsorção em óxidos de ferro e argilominerais, e são então 

disponibilizados pelo intemperismo (Gray et al., 1999; Figueiredo, 2000; Smedley 

e Kinniburgh, 2002). Regiões com formações geológicas com essas 

composições estão mais propensas a apresentarem maiores concentrações de 

As nos solos e sedimentos (Liao et al., 2011). Assim, o intemperismo das rochas 

e solos, a deposição atmosférica e fenômenos geotermais e vulcânicos, são 

responsáveis pela entrada natural de As ao meio ambiente. Entretanto, a maior 

fonte de descarga deste metaloide é por ação antrópica, já que o mesmo é 

vastamente utilizado na indústria microeletrônica, curtumes e outros, além de ser 

utilizado na fabricação de agrotóxicos, também na mineração e fundição, além 
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de ser liberado na queima de combustíveis fósseis, na conservação da madeira, 

na fabricação de papel e na produção de ferro e aço (Ng et al., 2003; Gontijo e 

Bittencourt, 2005). A contaminação por As é um problema global, já que o 

mesmo está amplamente distribuído pelos solos e corpos de água em todo o 

mundo (Sun et al., 2019). Como exemplos, pode-se citar os lençóis freáticos em 

Bangladesh, Índia, aquíferos no Paquistão, Vietnã, China, Estados Unidos, 

Canadá, México, Nicaragua e até mesmo na América do Sul, como nos lençóis 

freáticos na Argentina, Bolívia, além da costa brasileira (Matschullat, 2000; 

Anawar et al., 2002; Nordstrom, 2002; Smedley et al., 2002; 2005; Barragner-

Bigot, 2004;; Bhattacharya et al., 2006b; Nriagu et al., 2007; Bundschuh et al., 

2012; Avigliano et al., 2019). No Brasil, as regiões de Mariana, Ouro Preto, Nova 

Lima e Santa Bárbara, no estado de Minas Gerais, apresentam altas 

concentrações de As na água e no solo, devido à extensiva exploração mineral. 

Estima-se que que entre 390 e 3.900 t de As já foram introduzidas no ambiente 

nessa região, onde foram detectadas concentrações de 2 a 2980 µg.L-1 de As 

em corpos de água e 150 a 390 mg.Kg-1 de As no solo (Bundschus et al., 2012). 

Em novembro de 2015, o rompimento da barragem de Fundão de propriedade 

da Samarco S.A., em Mariana (MG), foi um dos maiores desastres de mineração 

do mundo (Cordeiro et al., 2019). Estima-se que 43-60 milhões de m3 de resíduos 

da mineração atingiram a bacia do rio Doce, contaminando mais de 650 km de 

rios até o Oceano Atlântico (Andrade et al., 2018). Análises no sedimento de 

lagoas próximas ao rio Doce em 2020, mostraram concentrações de até 78 

µg.Kg-1 de As, sendo que o limite estabelecido pela resolução CONAMA é de 15 

µg.Kg-1 (RRDM, 2020).  

 No Brasil, além da atividade de mineração, outra importante fonte de 

descarga de As são os agrotóxicos, considerando que desde 2008 o Brasil é o 

maior consumidor de agrotóxicos do mundo (Albuquerque et al., 2016). Assim, a 

liberação de substâncias contidas nas formulações destes produtos no solo e 

nos corpos de água é de grande preocupação. Neste sentido, sabe-se que o As 

é utilizado na fabricação dos chamados agrotóxicos arsenicais. Estes compostos 

possuem em sua formulação o metano arseniato ácido monossódico (MSMA), o 

qual é um tipo de arsênio orgânico pentavalente. Esta substância está presente 
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principalmente em herbicidas utilizados em culturas de algodão, cana de açúcar 

e citrus, além de inseticidas, formicidas e raticidas (Seródio, 2014). 

Estudos demonstram que grandes quantidades de As já foi detectada em 

peixes, leite de vaca, grãos e vegetais, incluindo batata, cebola, beterraba, 

abóbora, rabanete, repolho e feijão na Bolívia, Brasil, Chile, Equador, El 

Salvador, Honduras, México, Nicarágua e Peru (Sigrist et al., 2010). Em pelo 

menos dois estudos do Chile e do Brasil foi encontrada grande quantidade de As 

em diferentes espécies de peixes que excedem as concentrações 

recomendadas pela OMS e pela diretriz atual definida pelo Brasil (Lavanchy 

Dougnac, 1999; Macedo, 2010). De acordo com a Agência de Registro de 

Substâncias Tóxicas e Doenças (ATSDR, 2017), o As é classificado em primeiro 

lugar na lista de substâncias perigosas a saúde humana. Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2018) a contaminação por As nas águas 

subterrâneas é generalizada e estima-se que pelo menos 140 milhões de 

pessoas em 50 países bebam água com As em concentração superior a 10 µg.L-

1, a qual corresponde a concentração limite para água de consumo humano 

segundo o mesmo órgão, a mesma concentração permitida pela legislação 

brasileira para corpos de água doce na resolução CONAMA 357/2005. 

 

1.2 METABOLISMO DO AS 

 

Na água, o As encontra-se disponível nas formas inorgânicas e orgânicas. O 

As inorgânico é encontrado em quatro estados de oxidação como arsenito (+ III), 

arsenato (+ V), arsino (-III) e arsênio (0), sendo o arsenito e o arsenato os mais 

comuns. As espécies inorgânicas tendem a ser mais tóxicas para os organismos, 

incluindo humanos, outros animais e plantas (Goessler e Kuehnett, 2002; 

Meharg e Hartley-Whitaker, 2002), sendo que arsenito existente na água traz 

mais preocupações devido a sua maior toxicidade e dificuldade de remoção 

(Singh et al., 2015; Fan et al., 2016). A toxicidade do arsênio trivalente é 

relacionada com a alta afinidade com grupos sulfidrilas de biomoléculas como a 

glutationa (GSH) e também com grupamentos cisteína de muitas enzimas 

(Aposhian e Aposhian, 2006). A ligação do As III com esses grupamentos resulta 

em muitos efeitos prejudiciais, inibindo a atividade de enzimas como a glutationa 
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redutase e a glutationa peroxidase, (Schuliga et al., 2002; Wang et al., 1997; 

Chang et al., 2003). Outro alvo é o ácido lipoico, cuja ligação com o arsênio 

provoca distúrbios metabólicos, já que várias enzimas oxidativas que necessitam 

desta coenzima são inibidas, tais como o complexo da piruvato desidrogenase e 

da alfa-cetoglutarato desidrogenase (Ramanathan et al., 2003). Já o arsenato, 

devido as suas propriedades bioquímicas serem semelhantes ao fosfato, pode 

substituí-lo nas reações de fosforilação de transferência de energia, resultando 

no comprometimento da síntese de ATP (Fattorini e Regoli, 2004). Uma das 

reações afetadas é catalisada pela gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase que, 

ao interagir com o arsênio, origina um arseniato lábil que bloqueia a síntese de 

ATP, fenômeno denominado de arsenólise. O arsenato atua também na 

respiração celular alterando o metabolismo de NAD e NADH. Com a redução 

dos níveis de NADH, ocorre um déficit na produção celular de ATP e um aumento 

na produção de peróxido de hidrogênio, que pode causar estresse oxidativo e 

produção de espécies reativas de oxigênio (Klaassen, 2001). 

Outra diferença entra as duas formas é que o arsenito pode entrar na célula 

por difusão e através do envolvimento de outros sistemas de transporte como as 

aquaporinas. Já a entrada do arsenato nas células está ligada a transportadores 

de fosfato (Thomas, 2007). As formas metiladas, como o monometilarsonato 

(MMA) e dimetilarsinato (DMA), são consideradas moderadamente tóxicas. Em 

comparação, o arsenito é sessenta vezes mais tóxico que o arsenato e setenta 

vezes mais tóxico que as formas metiladas (Akter et al., 2005). 

Na água potável, As é normalmente encontrado como As V (arsenato), mas 

após consumo por humanos e outros organismos, o metaloide sofre rapidamente 

uma conversão metabólica conhecida como biotransformação (Sakurai et al., 

2005). A biotransformação de As (Figura 1) é um processo no qual primeiro o 

arsenato é convertido em arsenito e depois transformado em mono-, di-, e 

produtos trimetilados (Thomas et al., 2004). A redução do As V para o As III 

envolve um processo de metilação, no qual alguns autores sugerem que o 

antioxidante glutationa (GSH) desempenhe um papel importante na 

biotransformação do arsênio como um agente redutor (Kobayashi et al., 2005). 

Isso porque este processo de redução leva à formação de arsenotriglutationa 
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(AsIII (GS)3), um complexo ao qual As III está ligado às porções tiol dos resíduos 

cisteinil de três moléculas de GSH (Thomas et al., 2001).  

 

 

Figura 1. A via de metabolismo do arsênio inorgânico mostrando redução de arsenato 

(As V) para arsenito (As III) e metilação em formas pentavalentes e trivalentes (enzima 

metiltransferase (AS3MT), ácido metilarsônico (MMAV e MMAIII), ácido dimetilarsínico 

(DMAV e DMAIII). Fonte: Faita e colaboradores, 2013. 

 

1.3 TOXICIDADE DO AS 

 

O alto potencial de toxicidade do arsênio para os seres humanos é bem 

conhecido devido à facilidade com que estes compostos são absorvidos, seja 

por via oral ou por inalação. A dose letal média do arsênio para humanos é de 

0,07 g.kg-1 (Dani et al, 2008). Quando o As é introduzido no organismo, seja ele 

orgânico ou inorgânico, é rapidamente convertido a espécies altamente tóxicas 

que reagem com os grupos sulfidrilas das proteínas, inibindo e bloqueando os 

processos celulares. O As exerce ações inibitórias em enzimas contendo grupos 

SH, podendo inibir a síntese de ATP e afetar o metabolismo energético, glicídico 

e lipídico (Dani, 2008). A intoxicação por As pode resultar em efeitos agudos ou 

crônicos, resultando em diferentes patologias (Borba et al., 2000). O As é 

considerado um elemento reconhecidamente carcinogênico para humanos, de 

acordo com a Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer — IARC, um 

órgão especializado da Organização Mundial da Saúde (Shibata et al., 1992; 

Aphosian, 1997). A exposição a longo prazo a este metaloide pode levar a várias 

doenças cardiovasculares e neurológicas, diabetes e doenças respiratórias não 
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malignas, além de risco aumentado de câncer de pele, bexiga, pulmão e rim 

(IARC, 2004). Nas últimas décadas, compostos arsenicais têm sido utilizados na 

medicina como medicamentos e o trióxido de arsênico, bem como outras drogas 

arsenicais, têm demonstrado eficácia no tratamento de leucemia promielocítica 

e outros tumores sólidos (Andrew et al., 2004; Dilda et al., 2007). 

Em ratos, o As pode causar efeitos no desenvolvimento embrionário, 

incluindo a diminuição do peso e alterações no desenvolvimento do cérebro fetal 

e comportamento pós- natal (Hill et al., 2008; Holson et al., 2000; Nemec et al., 

1998; Rodriguez et al., 2002; Tabocova et al., 1996). O As também pode afetar 

a vasculogênese placentária, aumentar a taxa de abortos espontâneos (Andrew 

et al. 2006, HE et al. 2007), causar modificações epigenéticas (Xie et al. 2007) e 

induzir defeitos do tubo neural (Hill et al. 2008). 

Para animais aquáticos, estudos demonstram que a exposição ao As 

aumenta a citotoxicidade em linhagens de células de peixes expostas a arsenito 

de sódio (Wang et al., 2004; Seok et al., 2007). Estresse oxidativo e diminuição 

da atividade das enzimas antioxidantes foram observados no poliqueta 

Laoenereis acuta e no peixe Clarias batrachus, após exposição ao As2O3 

(Bhattacharya e Bhattacharya, 2007; Ventura- Lima et al., 2007) Em peixes, a 

literatura traz relatos diferentes. Ventura Lima e colaboradores (2009a) 

descrevem aumento nas respostas antioxidantes em brânquias de Danio rerio 

(Cyprinidae) expostos ao arsenato por dois dias. Por outro lado, redução das 

defesas antioxidantes e ocorrência de danos oxidativos foram observados em 

Pangasianodon hypophthalmus (Singh et al., 2019), Danio rerio (Hong et al., 

2018) e Channa punctatus (Allen et al., 2004), Carassius auratus (Bagnyukova 

et al., 2007) expostos ao arsenito, além de alterações no sistema antioxidante 

em diferentes tecidos de carpa comum (Cyprinus carpio) após exposição a 

arsenito e arsenato (Ventura-Lima et al., 2009b).  

 

1.4 GERAÇÃO DE ERO E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

A base bioquímica da toxicidade do arsênio tem sido investigada em vários 

sistemas modelo. Acredita-se que a toxicidade do arsênio pode ser exercida 

através excesso de produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), ou seja, 

radicais superóxido, hidroxil e peroxil, e peróxido de hidrogênio (Hughes, 2002). 
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As ERO podem ser geradas em vários locais nas células (nas mitocôndrias, 

retículo endoplasmático, lisossomos, membranas celulares, peroxissomos e 

citosol), durante processos metabólicos normais, na sequência de processos de 

transporte de elétrons e da atividade catalítica de algumas enzimas, autoxidação 

de compostos solúveis no citosol, bem como por exposição a radiações e 

metabolização de xenobióticos. Em condições normais, as ERO desempenham 

um papel importante na regulação dos processos celulares, incluindo a 

manutenção do potencial redox e a transmissão de sinais celulares (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). Elas também são usadas para combater invasões do corpo 

por microorganismos (Lushchak, 2011; Regoli e Giuliani, 2014). No entanto, o 

aumento de ERO pode levar a prejuízos nos seres vivos como a oxidação dos 

aminoácidos e de grupos sulfidrilas de proteínas, que levam a mudanças na sua 

conformação e função. Outro efeito das ERO é a oxidação de ácidos graxos, 

sendo as membranas particularmente susceptíveis a esta degradação (Storey, 

1996; Valavanidis et al., 2006). As organelas, em especial as mitocôndrias, 

também sofrem danos e disfunções provocados pelos altos níveis de ERO, 

causando a depleção da energia metabólica e consequente diminuição do 

consumo de oxigênio pelos seres vivos (Lee et al., 2012). Isso porque o As é um 

potente inibidor da piruvato desidrogenase e α-cetoglutarato desidrogenase. 

Tais efeitos inibem o ciclo do ácido cítrico, prejudicando a formação das 

coenzimas de redução NADH e NADPH, ocasionando redução de produção de 

ATP e redução no consumo de oxigênio (Ramanathan et al, 2003; Tseng, 2004). 

Outras formas de arsênio como as espécies inorgânicas podem atuar afetando 

a NADH desidrogenase e o citocromo C. A diminuição na atividade destas 

enzimas resultaria na inibição do fluxo de elétrons do NADH/NADPH ao oxigênio, 

com isso poderia aumentar a produção de ERO e diminuir o consumo de 

oxigênio. Tais efeitos a longo prazo resultariam na redução da capacidade de 

síntese de ATP que, dentre outras consequências, pode prejudicar a síntese de 

glutationa, favorecendo um cenário de estresse oxidativo (Ventura-Lima et al., 

2011). 

O potencial das ERO em danificar tecidos corresponde ao dano oxidativo e o 

termo estresse oxidativo se refere à situação em que a célula está exposta a 

níveis excessivos de ERO, superiores a capacidade antioxidante da célula 

(Valavanidis et al., 2006), seja pela depleção de antioxidantes celulares ou pela 
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superprodução de ERO, podendo levar ao estresse oxidativo. Dentre as 

consequências deste quadro, destaca-se o aumento da hidroperoxidação de 

lipídeos (Hong et al., 2018; Zhang et al., 2019). Este dano a estrutura lipídica da 

membrana plasmática pode gerar consequências severas, até mesmo a ruptura 

total da membrana. O estresse oxidativo também resulta no enfraquecimento 

dos mecanismos de reparo celular (Regoli e Giuliani, 2014), levando a danos 

oxidativos do DNA, proteínas e lipídios (Bau et al. 2002, Shi et al., 2004). 

Com relação ao DNA, foi demonstrado que o As não reage diretamente com 

o DNA (Rossman, 2003) e que o mesmo é considerado um fraco agente 

mutagênico, pois de fato não causa mutações pontuais características de 

qualquer mutagênico clássico (Pierce et al., 2002). Uma série de observações 

experimentais sugere que a genotoxicidade do As está principalmente ligada à 

geração de ERO durante sua biotransformação (Kessel et al., 2002; Nesnow et 

al., 2002; Jomova et al., 2011). A produção de ERO é capaz de gerar adutos no 

DNA, quebras de fita de DNA, ligações cruzadas e aberrações cromossômicas. 

Assim, o mecanismo de dano genético induzido pelo As é oxidativo, sendo que 

um dos principais efeitos deste dano ao DNA é a modificação de bases do DNA 

(Faita et al., 2013). 

Além disso, a geração de ERO induzida por As tem sido relacionada com a 

alteração das vias de sinalização dentro das células e regulação dos fatores de 

transcrição, que são dois mecanismos que desempenham um papel crucial na 

carcinogênese (Tapio e Grosche, 2006). 

 

1.5 DEFESAS ANTIOXIDANTES 

 

Para combater as ERO e evitar seu acúmulo e efeitos as células contam com 

um sistema de defesa antioxidante que pode ser enzimático (Figura 2) ou não 

enzimático. Para peixes, o tripeptídeo glutationa (GSH) é o principal antioxidante 

não enzimático utilizado para controlar os níveis de ERO, seja pela interação 

direta com elas ou servindo de cofator para as enzimas de metabolização das 

mesmas (Lushchak, 2016). Assim, a GSH e as enzimas dependentes dela 

formam um sistema que mantém um ambiente intracelular de redução atuando 

como a principal defesa contra a geração excessiva de ERO (Ventura Lima et 

al., 2011). Especificamente em relação ao As, a glutationa tem mostrado servir 



_____________________________________________________Capítulo 1__ 

18 
 

como um doador de elétrons para a redução do arsenato a arsenito no 

organismo, tornando possível a metilação, que ocorre preferencialmente pelo 

substrato reduzido (AsIII) (Sakurai et al., 2005), além de ser o substrato para 

monometilarsonato redutase (MMAV), enzima que catalisa a primeira etapa na 

metilação do arsênio inorgânico (Aposhian et al., 2004). A glutationa parece 

desempenhar um papel importante protegendo as células, hipótese apoiada por 

estudos que mostram que a resistência à toxicidade do arsênio em células de 

mamíferos está correlacionado com maiores níveis de GSH (Sakurai et al., 2005) 

e atividades aumentadas de enzimas relacionadas a GSH, incluindo glutationa 

redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) (Schuliga et al., 2002).  

Além da capacidade do arsênio inorgânico de se ligar ao grupo tiol de 

proteínas e tióis celulares não proteicos, como a GSH (Chouchane e Snow, 

2001), também foi atribuído ao mecanismo tóxico do metalóide a alteração na 

atividade de enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase (GPx), glutationa 

redutase (GR), superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Shi et al., 2004; 

Wang et al., 1996).  

A glutationa redutase (GR) é a enzima responsável pela regeneração da GSH 

a partir da forma oxidada (GSSG), utilizando NADPH. Estudos demonstram que 

metabólitos metilados oriundos do metabolismo do arsênio inorgânico podem ser 

um potente inibidor da GR (Styblo et al., 2001). Esta hipótese também é 

sustentada por Bhattacharya e Bhattacharya (2007), considerando peixes 

expostos a baixas concentrações de As. Já Schuliga e colaboradores (2002) 

mostraram que em estudos in vitro, as exposições agudas a concentrações 

subcitotóxicas de As levaram a um aumento da atividade da GR. 

A SOD é uma metaloenzima pertencente a classe das oxirredutases, 

responsável por catalisar a reação entre o ânion superóxido (O2
-) e a água, 

formando peróxido de hidrogênio. A sensibilidade da SOD a metais é 

reconhecida, o que possibilita o seu uso como biomarcador em vários 

organismos que apresentam alterações em suas atividades enzimáticas 

(Vutukuru et al., 2006), sendo que essas alterações podem ser muito variadas 

frente a exposição a diferentes metais. A CAT também é uma oxirredutase 

responsável pela conversão do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e 

oxigênio, principalmente nos peroxissomos. A GPx é uma outra importante 

peroxidase encontrada na via antioxidante, catalisando a decomposição de 
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vários hidroperóxidos orgânicos, inclusive o peróxido de hidrogênio, utilizando o 

tripeptídeo glutationa (GSH) como substrato.  O aumento na atividade da SOD e 

na GPx tem sido associada a exposição ao As (Liu et al., 2001, Shi et al., 2004) 

e Bhattacharya e Bhattacharya (2007) afirmam que os efeitos oxidativos do As 

são mediados pelo H2O2, sendo que altas concentrações deste composto 

poderiam inibir a ação da CAT. 

 

 

 

Figura 2. Defesas antioxidantes enzimáticas responsáveis pela proteção celular contra espécies 

reativas de oxigênio. As abreviações SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH representam as 

enzimas superóxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase, glutationa redutase, 

glutationa peroxidase e glicose -6- fosfato desidrogenase, respectivamente. Fonte: Hermes Lima, 

2004. 

 

1.6 MODELOS BIOLÓGICOS  

 

1.6.1 Prochilodus lineatus 

 
Os peixes têm sido utilizados em ensaios de avaliação do impacto ambiental 

de produtos químicos diversos, para avaliações de efluentes e monitoramento 



_____________________________________________________Capítulo 1__ 

20 
 

da qualidade de águas superficiais (García-Cambero et al. 2012; Galus et al. 

2013). O gênero Prochilodus possui 13 espécies descritas até o momento e 

destaca- se por sua ampla distribuição na região Neotropical (Reis et al., 2003).  

A espécie P. lineatus (Valenciennes, 1836) (Figura 3), conhecida 

popularmente como curimbatá, encontra-se amplamente distribuída em toda a 

bacia dos rios Paraná-Paraguai e no Rio Paraíba do Sul (na costa sudeste do 

Brasil) (Castro, 1990). Esta espécie é abundante na região do Alto rio Paraná e 

segundo Shibata et al. (2007) é a terceira espécie de maior ocorrência na bacia 

hidrográfica do rio Tibagi. Os indivíduos da família Prochilodontidae chegam a 

representar de 50 a 80% da biomassa de peixes em um rio (Taylor et al., 2006). 

Além disso, P. lineatus desempenha importante papel ecológico (Botta et al., 

2010; Costa Filho e Gaya, 2012) e tem grande importância econômica, 

destacando-se como fonte de renda e proteína para a população humana 

(Agostinho e Gomes, 2005). Outra característica importante de P. lineatus é sua 

sensibilidade a xenobióticos avaliada em testes ecotoxicológicos com poluentes 

de naturezas diversas e as características alimentares desta espécie, já que se 

alimentam preferencialmente de sedimentos, o que o torna vulnerável a 

contaminantes presentes tanto na água quanto no sedimento. Diversos trabalhos 

realizados em nosso laboratório já demonstraram a sensibilidade desta espécie 

a diversos metais, como chumbo  Ribeiro et al., 2014), cobre ( Simonato et al., 

2016), alumínio (Camargo et al., 2009), níquel (Palermo et al., 2015) e cádmio 

(Silva e Martinez, 2014) e compostos orgânicos, como os herbicidas glifosato 

(Modesto e Martinez, 2010), atrazina (Santos e Martinez, 2012) e clomazone 

(Pereira et al., 2013) e o inseticida endosulfan (Bacchetta et al., 2011), além de 

derivados do petróleo, como a gasolina (Simonato et al., 2011) e diesel (Vanzela 

et al., 2007). 
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Figura 3. Exemplar juvenil de Prochilodus lineatus utilizado nesta tese. Fonte: C.E.D. 

Vieira. 

 

1.6.2 Linhagem celular ZFL  

 

Os contaminantes exercem seus efeitos por meio de diversos mecanismos 

moleculares, portanto, há uma necessidade de modelos de células para 

monitoramento e estudos funcionais como alternativas para estudos de 

exposição in vivo em toxicologia (Eide et al., 2014). O uso de modelos 

alternativos in vitro para testes de toxicidade e avaliação de mecanismos de ação 

de contaminantes tem crescido nos últimos anos e diversas culturas de células 

hepáticas foram estabelecidas para aplicações de testes de toxicidade de 

compostos, visto que o órgão alvo principal para a maioria das toxinas é o fígado 

(Huang e Huang, 2012). A linhagem celular Zebrafish-Liver (ZF-L) (Figura 4) é 

derivada de hepatócitos do peixe Danio rerio. São células aderentes que 

possuem morfologia típica de epitélio, apresentando as propriedades 

características das células parenquimatosas do fígado mesmo após 100 

gerações em cultura, sendo um ótimo modelo in vitro para estudos de 

metabolismo hepático e formação de metabólitos de xenobióticos (Ghosh et al., 

1994), além de possuir seu genoma sequenciado (Lele e Krone, 1996). É 

importante ressaltar que o alto número de genes semelhantes aos 

correspondentes para o genoma humano torna o peixe-zebra um modelo de 

vertebrado útil também na biomedicina humana (Aleström et al., 2006). 

Atualmente, muitos estudos toxicológicos envolvendo células ZFL têm sido 

realizados e o uso dessas células está em constante crescimento (Seok et al., 

2007; Cheuk et al., 2008; Chen et al., 2014; Azevedo Costa et al., 2012; Kwok e 

Chan, 2020). 
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Figura 4. Cultura de células ZFL observadas com auxílio de microscópio invertido. 

Fonte: Wang e colaboradores, 2004. 

 

1.7 JUSTIFICATIVA 

 

A contaminação da água por arsênio em todo o mundo é generalizada e por 

isso seus efeitos em organismos aquáticos têm sido avaliados pela 

ecotoxicologia. No entanto, a toxicidade deste composto pode depender da 

espécie estudada e das características químicas da água. Contudo, a grande 

maioria dos estudos que avaliam os efeitos do arsênio em peixes está restrita a 

ambientes temperados. As características físicas, químicas e biológicas dos 

ecossistemas aquáticos da região Neotropical diferem dos ambientes 

temperados, assim como a ictiofauna. A região Neotropical é um hotspot de 

diversidade no que diz respeito aos peixes de água doce. Assim, avaliar os 

efeitos do As em P. lineatus, por meio de múltiplos biomarcadores, deve ajudar 

a elencar modelos biológicos mais sensíveis para o biomonitoramento dos 

ecossistemas aquáticos neotropicais.  

Adicionalmente, visando avaliar respostas em um ambiente mais controlado, 

foram feitos também exposições com cultura de células ZFL. Os testes 

ecotoxicológicos com culturas de células tem se tornado cada vez mais 

frequentes por apresentarem diversas vantagens, já que limitam o número de 

variáveis experimentais, fornecem dados significativos mais facilmente, o 

período de teste é mais curto, são financeiramente mais acessíveis, produzem 

menos resíduos, além de evitar a morte de dezenas de animais.  

Em ambos os testes, in vivo e in vitro, as concentrações escolhidas foram 

baseadas na legislação brasileira. Assim, para verificar a segurança das 
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concentrações previstas na legislação brasileira para essas espécies, esta tese 

busca compreender melhor os principais mecanismos de toxicidade do As para 

peixes e relações causa e efeito nestas espécies. 

 

1.8 HIPÓTESES 

 

1. A exposição ao As causará alterações nos biomarcadores apenas quando 

os peixes forem expostos a concentrações de As maiores do que os 

limites estabelecidos na Resolução CONAMA 357/2005. 

2. Alguns biomarcadores serão mais representativos dos efeitos do As para 

uma espécie de peixe Neotropical. 

3. O mecanismo de toxicidade do As está relacionado a um desequilíbrio 

redox que resulta em um aumento pró-oxidante (geração de ERO). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os efeitos e mecanismos de toxicidade do arsênio utilizando-se 

diversos biomarcadores e dois modelos experimentais: juvenis de 

Prochilodus lineatus (exposições in vivo) e a linhagem celular de hepatócitos 

de Danio rerio – ZF-L (exposições in vitro). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar os efeitos agudos do As para P. lineatus utilizando: 

• Biomarcadores bioquímicos, associados ao estresse oxidativo 

(antioxidantes e danos oxidativos) e neurotoxicidade (atividade da 

acetilcolinesterase) 

• Biomarcadores fisiológicos (íons plasmáticos e hematologia) 

 

Avaliar os efeitos citotóxicos e genotóxicos do arsênio para a linhagem 

celular de hepatócitos de Danio rerio (ZF-L) por meio da avaliação de: 

• Geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

• Capacidade antioxidante total destas células  

• Ocorrência de danos no DNA (teste do cometa) 
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RESUMO 

O arsênio (As) é um metaloide que pode ser encontrado nos corpos de água do 

mundo todo, principalmente como resultado do despejo de efluentes industriais, 

agrícolas e ainda de resíduos de atividade de mineração. Assim, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a resposta de biomarcadores hematológicos, neurotóxicos e 

de estresse oxidativo no peixe neotropical Prochilodus lineatus após exposição 

ao As. Peixes jovens foram expostos ao As nas concentrações (em µg.L-1) de 

0,1 (As 0,1), 10 (As 10)  e 1000 (As 1000) ou somente à água (CTR) por 24 e 96 

h. Após as exposições, os peixes foram mortos e sangue, fígado, cérebro e 

músculo foram retirados para as análises. Após 96 h, observou-se redução no 

número de eritrócitos nos peixes do grupo As 1000 e diminuição de Na+ e 

aumento de K+ nos grupos As 10 e As 1000. No fígado foi analisada a atividade 

da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S- transferase 

(GST), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), além da 

concentração de glutationa (GSH) e lipoperoxidação (LPO). A atividade da SOD 

foi estimulada em todos os grupos experimentais, em ambos os períodos de 

exposição. Após 96 h, a atividade da CAT foi maior nos grupos As 10 e As 1000 

e a da GPx mostrou-se aumentada em todos os grupos submetidos ao As. A 
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atividade da GST foi reduzida após 96 h em todos os grupos experimentais 

analisados, assim como a glutationa redutase (GR), em 24 e 96 h. O conteúdo 

de glutationa (GSH) não se alterou e também não foi observado lipoperoxidação. 

A atividade cerebral da acetilcolinesterase foi reduzida no grupo As 1000 após 

96 h. Estes resultados mostram que a exposição aguda ao As causou hemólise, 

alterou a captação de Na+, interferiu nas defesas antioxidantes do animal e foi 

neurotóxica para P. lineatus. 

 

Palavras-chave: acetilcolinesterase, antioxidantes, hematologia, íons 

plasmáticos, lipoperoxidação, metaloide. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

No Brasil, desastres ambientais relacionados às atividades de mineração 

tornaram-se assunto de importância nacional devido a ocorrências recentes. Em 

2015, o rompimento da barragem de rejeitos de minério em Mariana (MG), 

pertencente a Samarco S.A., foi considerado um dos maiores desastres 

relacionados a atividade de mineração do mundo e o maior do Brasil (Cordeiro 

et al., 2019), causando enormes prejuízos ambientais e socioeconômicos 

(D’Agostino, 2015). As atividades de mineração podem produzir grandes 

quantidades de rejeitos ricos em metais, sendo que estes compostos não são 

degradados em processos naturais e, portanto, acumulam-se nos sedimentos e 

organismos, representando ameaças a todo ecossistema (Malvandi, 2017), 

resultando em efeitos subletais e até mesmo na morte dos organismos (Yi e 

Zhang, 2012). Nas últimas décadas, a contaminação por metais tem sido 

estudada em vários ambientes ao redor do mundo, e os ecossistemas aquáticos 

tornaram-se de grande interesse devido ao aumento de contaminantes oriundos 

de atividades antropogênicas, como agricultura e indústria (Avigliano et al., 2019; 

Avigliano e Schenone, 2015). O arsênio (As) é um metaloide que pode ser 

descarregado naturalmente no meio aquático por atividade vulcânica ou pelo 

intemperismo de rochas, além de atividades antropogênicas como mineração, 

agricultura e efluentes industriais (Oremland e Stolz, 2003; Ratnaike, 2003). O 

As está amplamente distribuído pelos solos e corpos de água em todo o mundo 

(Flora et al., 2005). Como exemplos, pode-se citar os lençóis freáticos em 

Bangladesh, Índia, aquíferos no Paquistão, Vietnã e China e até mesmo na 

América do Sul, como nos lençóis freáticos na Argentina, além da costa 

brasileira, sendo que a lista de países aumenta a cada ano (Anawar et al., 2002; 

Avigliano et al., 2019).  

O As é considerado perigoso para a saúde humana de acordo com a 

Agência de Registro de Substâncias Tóxicas e Doenças (ATSDR, 2002). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2018) a contaminação por As 

nas águas subterrâneas é generalizada e estima-se que pelo menos 140 milhões 

de pessoas em 50 países bebam água com As em concentração superior a 10 

µg.L-1, a qual corresponde a concentração limite para água de consumo humano 
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segundo o mesmo órgão. No Brasil, a resolução CONAMA 357 (2005) também 

estabelece o valor de 10 µg.L-1 de As total como limite em água doce e a 

concentração de 0,14 µg.L-1 para locais onde haja pesca ou cultivo de peixes 

(ambos classe I). Apesar disso, foi encontrada significativa contaminação 

ambiental por arsênio em Minas Gerais, na região de Nova Lima, Ouro Preto, 

Mariana e áreas circunvizinhas, resultante de extensiva exploração mineral. 

Nessa região, estima-se que entre 390 e 3.900 t de As foram introduzidas no 

ambiente. Concentrações de 260 a 1.710 μg.L-1 foram encontradas nas águas 

do Rio das Velhas, também em Minas Gerais, de até 7.000 μg.L_1 em outros 

aquíferos (Bundschus et al., 2012).  

Na água, as formas inorgânicas do As como arsenito (As3+) ou arsenato 

(As5+) são mais tóxicas, sendo que geralmente o arsenato tende a ocorrer em 

regiões na coluna dágua mais próxima a superfície, enquanto que o arsenito 

normalmente se encontra em regiões mais profundas, próximas ao sedimento 

(Bhattacharya et al., 2007). Já as formas metiladas, como monometilarsonato 

(MMA) e dimetilarsinato (DMA) são consideradas moderadamente tóxicas para 

humanos e animais, incluindo peixes (Fattorini et al., 2004). 

O As, no organismo humano, é rapidamente convertido a espécies 

altamente tóxicas que reagem com os grupos sulfidrilas das proteínas, inibindo 

e bloqueando os processos celulares. O As exerce ações inibitórias em enzimas 

contendo grupos SH, podendo inibir a síntese de ATP e afetar o metabolismo 

energético, glicídico e lipídico (Dani, 2008). Estudos demonstram que os efeitos 

da ingestão de As estão relacionados à neurotoxicidade (Schofield, 2017), 

imunotoxicidade (Dangleben et al., 2013), problemas cardiovasculares (Pace et 

al., 2017) e vários tipos de cânceres (Hong et al., 2014; Nachman et al., 2017). 

Ferreira e Leite (2015) afirmam que entre as substâncias carcinogênicas 

encontradas em água e solos próximos a antigas minas, o As é o segundo mais 

abundante. 

A literatura sobre os efeitos do As para peixes ainda é escassa, 

especialmente quando se trata de espécies neotropicais, que são especialmente 

suscetíveis a este contaminante, já que a toxicidade do As é maior em águas 

com temperatura mais elevada (von Sperling, 2002). Alguns trabalhos já 

mostraram que a exposição ao As promove redução das defesas antioxidantes 

e ocorrência de danos oxidativos em diferentes espécies de peixes, como   
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Pangasianodon hypophthalmus (Singh et al., 2019), Danio rerio (Hong et al., 

2018), Clarias batrachus (Bhattacharya e Bhattacharya, 2005) e Channa 

punctatus (Allen et al., 2004). Além desses, diversos estudos mostram que o As 

tende a se acumular nos tecidos, levando a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que podem alterar o crescimento, a reprodução, a regulação 

iônica, a expressão gênica, o sistema imunológico, a atividade de enzimas e 

provocar alterações histológicas (Pedlar et al., 2002; Datta et al., 2009). 

Considerando ainda que peixes fazem parte da alimentação cotidiana de milhões 

de pessoas no mundo, a ingestão de peixes com As acumulado em seus tecidos 

podem provocar consequências ainda piores (Jayaprakash et al., 2015; Stassen 

et al., 2012).  

O curimba, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), é uma espécie 

neotropical de água doce, pertencente à ordem Characiformes, família 

Prochilodontidae. Esta espécie é abundante e importante na região Sul e 

Sudeste do Brasil, sendo bastante utilizada na alimentação humana (Martinez e 

Souza, 2002). Estes peixes apresentam grande importância para estudos 

ecotoxicológicos, pois têm se mostrado sensíveis a diversas classes de 

contaminantes ambientais, dentre eles os metais (Silva et al., 2014; Palermo et 

al., 2015; Simonato et al., 2016; Lunardelli et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Além 

disto, por se tratar de uma espécie de fundo e detritívora, estes peixes mostram-

se especialmente adequados para estudos de toxicidade do As, pois este 

composto tem a tendência de se acumular no sedimento (Lai et al., 2001).  

Assim, considerando a falta de conhecimento a respeito da toxicidade do 

As e seus efeitos para espécies neotropicais, aliado ao fato de que os estudos 

já apresentados com outras espécies foram feitos com períodos longos de 

exposição, o objetivo desse trabalho foi avaliar as alterações hematológicas e 

bioquímicas de P. lineatus após exposição aguda ao As, a concentrações 

estabelecidas na legislação brasileira e ambientalmente relevantes, com a 

finalidade de verificar se essas concentrações são seguras a manutenção da 

vida dessa espécie. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Peixes juvenis da espécie Prochilodus lineatus (n= 64, peso: 37,83 ± 

15,54 g; comprimento: 15,22 ± 2,31 cm), obtidos de piscicultura da região, foram 

aclimatados durante sete dias em tanques de 300 L contendo água limpa, 

desclorada e com aeração constante, sob fotoperíodo de 12:12 h claro/escuro. 

Durante esse período foi fornecida ração comercial (Guabi®, 36 % conteúdo 

proteico) a cada 48 h, interrompendo-se a alimentação 24 h antes dos testes, 

bem como durante os mesmos. Os parâmetros físicos e químicos da água foram 

monitorados durante todo o experimento (aclimatação e exposição: temperatura 

= 23,08 ± 0,071 °C; pH = 8,01 ± 0,023; O.D. = 6,96 ± 0,028 mg O2.L-1; 

condutividade = 0,098 ± 0,004 mS.cm-1). 

Após a aclimatação, os peixes foram randomicamente divididos em quatro 

grupos (n = 8 peixes/grupo) e mantidos em aquários de vidro individuais 

contendo 40 L de água desclorada. Um grupo foi exposto somente à água (CTR) 

e os outros três grupos foram expostos à água com diferentes concentrações 

nominais de As: 0,1 (As 0,1), 10 (As 10) e 1000 (As 1000) µg.L-1 por 24 e 96 h. 

Para cada tempo experimental foram realizados experimentos independentes 

com os quatros grupos experimentais correndo simultaneamente. No tempo de 

96 horas houve renovação parcial da água (80%) a cada 48 h. Os meios 

experimentais contendo As foram preparados a partir de uma solução mãe de 

arsenito de sódio (NaAsO2
 marca Neon) com concentração de 100 mg.L-1. As 

concentrações testadas foram baseadas na legislação vigente (resolução 

CONAMA 357/2005), a qual estabelece como limite máximo de As para água 

doce onde haja pesca ou cultivo de peixes a concentração de 0,14 µg.L-1 e para 

água doce a concentração de 10 µg.L-1. A maior concentração foi estabelecida 

baseada em estudos que encontraram concentrações semelhantes em corpos 

de água no Brasil (Bundschuh et al., 2012, Rocha e Azevedo, 2015).  

Após a exposição, os peixes foram anestesiados em benzocaína (0,1 g.L-

1) para a retirada de sangue pela veia caudal. Em seguida, os animais foram 

mortos por secção medular para a coleta do fígado, cérebro e músculo. Os 
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órgãos foram armazenados em ultrafreezer (-80ºC) para as análises 

bioquímicas. Amostras de sangue total foram armazenadas em microtubos e 

imediatamente utilizadas para a determinação dos parâmetros hematológicos. 

Os procedimentos descritos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Estadual de Londrina (Processo 18600.2018.25). 

 

2.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE METAL 

 

 Amostras de água foram coletadas em todos os aquários para 

determinação da concentração de As total e dissolvido. No experimento de 24h, 

a coleta foi realizada no início e no final do experimento. No teste de 96h, as 

coletas ocorreram no início, após 48h quando foi feita a renovação parcial da 

água e no final do experimento. Em todos os casos, as amostras de água foram 

fixadas com 2% ácido nítrico.  A concentração de arsênio nas amostras de água 

foi determinada em espectrofotômetro de absorção atômica (Perkin Elmer A700) 

com limite de detecção para o arsênio de 0,05 µg. L-1. 

  

2.3 BIOMARCADORES FISIOLÓGICOS 

 

Uma alíquota de sangue total (5 μL) foi diluída em tampão formol citrato 

(1:200) para a contagem do número de eritrócitos (x 106) por mm3 de sangue 

(RBC), em câmara de Neubauer ao microscópio de luz. A concentração de 

hemoglobina (Hb em g.dL-1) foi determinada por meio do método de cianeto de 

metahemoglobina, utilizando-se um kit comercial (Doles, Brasil), em 

espectrofotômetro (Libra S32, Biochrom, Reino Unido) a 540 nm.  

Após a determinação dos parâmetros hematológicos o sangue total foi 

centrifugado (1.870 g, 10 min – MCD2000, Hsiangtai, Taiwan), para obtenção do 

plasma, no qual foram analisadas as concentrações de sódio (Na+) e potássio 

(K+). As concentrações de Na+ e K+ foram determinadas em plasma diluído em 

água deionizada (1:100), usando fotômetro de chama (DM-62, Digimed). 

 

2.4 BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS 

Todos os parâmetros bioquímicos avaliados em fígado, cérebro e músculo 

foram expressos em relação a concentração de proteína, a qual foi determinada 
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pelo método de Bradford (1976), com base em uma curva padrão de albumina 

de soro bovino a 595 nm. 

 

2.4.1 Biomarcadores de Estresse Oxidativo  

Para a avaliação dos biomarcadores associados ao estresse oxidativo as 

amostras de fígado mantidas no ultra freezer foram descongeladas, 

homogeneizadas (10x volume) em tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 7,0), 

centrifugadas (20 min, 13000 g, 4°C) e com o sobrenadante foram realizados os 

ensaios bioquímicos descritos a seguir. A concentração de proteínas totais das 

amostras, para a expressão dos resultados, foi determinada pelo método 

descrito por Bradford (1976). 

A atividade da Cu-Zn superóxido dismutase (SOD) foi determinada pela 

medida da inibição da taxa de redução do citocromo c pelo radical superóxido 

em espectrofotômetro, a 550 nm, de acordo com McCord e Fridovich (1969). A 

atividade da enzima foi expressa em U de SOD.mg de proteína-1, sendo que U 

representa a quantidade de SOD que promove a inibição de 50% da taxa de 

redução do citocromo c. 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada através da velocidade de 

decomposição de peróxido de hidrogênio (Beutler, 1975). As amostras (1:100) 

foram adicionadas a um meio de reação (H2O2 0,03%, Tris-HCl 50 mM, EDTA 

0,25 mM), e o decréscimo de sua absorbância a 240 nm foi determinado durante 

1 min. A atividade da enzima foi expressa em μmol de H2O2 degradado.min-1.mg 

proteína-1. 

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi estimada indiretamente 

através da oxidação do NADPH em presença de glutationa redutase (GR) e o 

substrato glutationa oxidada, de acordo com Hopkins e Tudhope (1973). A 

reação foi analisada por 1 minuto em espectrofotômetro a 340 nm. Os resultados 

foram expressos em μmol de NADPH.min-1.mg proteína-1. 

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada pelo 

monitoramento da complexação da glutationa reduzida (GSH) com o substrato 

1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), de acordo com Keen et al. (1976). O 

aumento de CDNB conjugado foi monitorado durante 1 minuto, em 

espectrofotômetro a 340 nm e a atividade da enzima foi expressa em nmol de 
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CDNB conjugado. min-1. mg de proteína-1. 

A atividade da glutationa-redutase (GR) foi determinada indiretamente 

pela redução do NADPH mediante a presença da glutationa oxidada (Carlbert e 

Mannervik, 1975), em espectrofotômetro a 340 nm. A atividade da enzima foi 

expressa em nmol NADPH oxidado.min-1.mg de proteína-1. 

A concentração de glutationa (GSH) foi determinada de acordo com o 

método de Beutler et al. (1963), através da reação dos grupamentos -SH com o 

reagente de cor 5,5-ditiobis-2-ácido nitrobenzóico (DTNB), formando o tiolato 

(TNB), que foi quantificado em 412 nm em espectrofotômetro. A concentração 

de glutationa foi expressa em μg GSH. mg proteína-1. 

Para avaliação da lipoperoxidação foi utilizado o ensaio TBARS 

(substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) para determinar a concentração de 

malondialdeído (MDA) das amostras, de acordo com o protocolo descrito por 

Camejo et al. (1998). A concentração de MDA foi determinada por fluorescência 

(ex/em: 535/590 nm) utilizando-se uma curva padrão de MDA e sua 

concentração foi expressa em nmol de MDA. mg de proteína-1 

 

2.4.2 Biomarcador de Neurotoxicidade  

Os tecidos muscular e cerebral foram homogeneizados em tampão fosfato 

de potássio (0,1 M; pH 7,5; 1:10 p/v) e centrifugados (10.000 g, 20 min, 4° C) 

para a análise da atividade da acetilcolinesterase (AChE), segundo método 

descrito por Ellman et al. (1961) e adaptado por Alves-Costa et al. (2007) para 

leitura em espectrofotômetro de microplacas a 415 nm. A atividade da AChE 

(nmol DTNB.min-1.mg ptn-1) foi determinada pela reação do iodeto de acetilcolina 

(9 mM) com reagente de cor contendo ditionitrobenzoato (0,5 mM), formando 

nitrobenzoato, que foi mensurado a cada 3 min pelo tempo total de 6 min. Os 

resultados foram expressos em nmol min-1 mg proteína-1. 

2.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados obtidos foram primeiro testados quanto à normalidade 

(Shapiro-wilk) e homogeneidade da variância (Levene). Em seguida, utilizou-se 

a análise de variância paramétrica (ANOVA) ou não paramétrica (Kruskal-

Wallis), seguida de um teste de comparação múltipla (teste de Newman-Keuls 
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ou Dunns, respectivamente), quando indicado, sendo consideradas significativas 

diferenças cujo p < 0,05. As comparações foram feitas entre os grupos de cada 

tempo experimental, pois os experimentos foram realizados separadamente. 
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3 RESULTADOS 

 

Durante os experimentos, não houve morte de peixe em nenhum grupo 

experimental. 

As concentrações de As na água dos diferentes tratamentos estão 

expressas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Concentração de As total e dissolvido (µg.L-1) na água dos diferentes 
tratamentos.  As concentrações mensuradas correspondem às médias obtidas de todas 
as amostras coletadas em 0 e 24 h do experimento de 24 h, e 0, 48 e 96 h do 
experimento de 96 h. 
 

Experimento Grupo As total As dissolvido 

24 h 

CTR Abaixo do LD Abaixo do LD 

As 0,10 0,35 ± 0,10 0,21 ± 0,015 

As 10 12,51 ± 0,29 11,80 ± 0,23 

As 1000 1233,05 ± 65,6 1023,8 ± 61,5 

96 h 

CTR Abaixo do LD Abaixo do LD 

As 0,10 0,15 ± 0,015 0,05 ± 0,007 

As 10 13,04 ± 0,54 12,35 ± 0,59 

As 1000 1285,7 ± 27,4 1021 ± 169,8 

Os resultados expressam média ± EP (n=8). LD (Limite de detecção): 0,05 µg. L-1. 

 

3.1. BIOMARCADORES FISIOLÓGICOS 

 

Os resultados das análises hematológicas mensuradas em P. lineatus 

após a exposição ao As estão expressos na Tabela 2. Em relação ao grupo CTR, 

não foram observadas alterações significativas no conteúdo de hemoglobina em 

nenhum tempo experimental. Observou-se apenas uma diminuição do número 

de eritrócitos nos peixes do grupo As 1000 em relação ao CTR (P<0,001).  
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Tabela 2. Hemogloblina (Hb) e contagem de eritrócitos (RBC) de P. lineatus expostos 
ao As nas concentrações de 0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 1000 µg.L-1 (As 1000) 
ou somente a água (CTR), por 24 h e 96 h.  
 
 CTR As 0,1 As 10 As 1000 

24h     

Hb (g.dL-1) 8,17 ± 0,46 7,33 ± 0,09 6,10 ± 0,43 6,86± 0,91 

RBC (x106cél mm-3) 2,30 ± 0,05 2,18 ± 0,02 2,24 ± 0,06 2,21 ± 0,03 

96h     

Hb (g.dL-1) 8,44 ± 0,93 6,99 ± 0,52 7,03 ± 0,59 6,46 ± 0,53 

RBC (x106cél mm-3) 3,05 ± 0,16a 3,32 ± 0,05a 3,15 ± 0,11a 2,59 ± 0,08b 

Os resultados expressam média ± EP (n=8). Letras diferentes indicam diferença significativa 
entre os grupos em cada tempo experimental (p< 0,05). 

 

Na Figura 1 estão apresentados os resultados referentes às 

concentrações plasmáticas de sódio e potássio. Após 96 h de exposição, 

observou-se uma diminuição (P<0,001) do Na+ no grupos As 1000 e um aumento 

do K+ plasmáticos (P<0,001) nos grupos As 10 e As 1000.  

 

                                                                                           

Figura 1. Concentração plasmática de sódio (A) e de potássio (B) de P. lineatus expostos ao As 
nas concentrações de 0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 1000 µg.L-1 (As 1000) ou somente 
a água (CTR), por 24 h e 96 h.  As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrão 
(n=8). Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos para um mesmo tempo 
experimental (p< 0,05). 
 

3.2 BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS 

A atividade hepática da CAT (Fig. 2A) apresentou um aumento (P<0,001) 

nos peixes dos grupos As 10 e As 1000 após 96 h de exposição, em relação ao 

CTR.  Com relação a atividade da SOD (Fig. 2B), observou-se um aumento em 

todos os grupos experimentais e em todos os períodos de exposição (P<0,001). 

Similarmente, com relação a GPx (Fig. 2C), após a exposição por 96 h, todos os 

grupos mostraram aumento (P<0,001) na atividade da enzima.  

A) B) 
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Figura 2. Atividade das enzimas superóxido dismutase (A), catalase (B) e glutationa peroxidase 
(C) no fígado de P. lineatus expostos ao As nas concentrações de  0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 

(As 10) e 1000 µg.L-1 (As 1000) ou somente a água (CTR), por 24h e 96h.  As barras representam 
a média e as linhas verticais o erro padrão (n=8). Letras diferentes indicam diferença significativa 
entre os grupos para um mesmo tempo experimental (p< 0,05). 

 

A concentração hepática de GSH não variou significativamente entre os 

diferentes grupos experimentais, em nenhum tempo de exposição (Fig. 3A). Já 

a atividade da GST (Fig. 3B) apresentou diminuição significativa em todos os 

grupos experimentais após 96h (P<0,001). Da mesma forma, a atividade da GR 

(Fig. 3C), mostrou-se reduzida nos grupos As 0,1 e As 1000 após 24 h (P=0,004) 

e em As10 e As 1000 (P<0,001) após 96 h.  

 

 

A) 

C) 

B) 
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Figura 3. Concentração de glutationa (A) e atividade das enzimas glutationa S-transferase (B) e 
glutationa redutase (C) no fígado de P. lineatus expostos ao As nas concentrações de  0,1 µg.L-

1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 1000 µg.L-1 (As 1000) ou somente a água (CTR), por 24h e 96h.  
As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrão (n=8). Letras diferentes 
indicam diferença significativa entre os grupos para um mesmo tempo experimental (p< 0,05). 

 
 

O ensaio TBARS (Fig. 4), realizado para verificar a ocorrência de 

peroxidação lipídica, não indicou alterações entre os diferentes grupos e 

períodos de exposição.  

A) 

C) 

B) 
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Figura 4. Lipoperoxidação (LPO) no fígado de P. lineatus expostos ao As nas concentrações de 
0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 1000 µg.L-1 (As 1000) ou somente a água (CTR), por 24h 
e 96h.  As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrão (n=8).  

 
 

A atividade da AChE no cérebro (Fig. 5A) foi afetada pela exposição ao 

As, pois uma diminuição (P= 0,005) na atividade da enzima foi observada nos 

peixes do grupo As 1000, após 96 h de exposição. Já no músculo não foram 

detectadas alterações significativas na atividade da AChE, nos diferentes grupos 

experimentais (Fig. 5B).  

    

 Figura 5. Atividade da acetilcolinesterase em cérebro (A) e músculo (B) de P. lineatus expostos 
ao As nas concentrações de  0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 1000 µg.L-1 (As 1000) ou 
somente a água (CTR), por 24h e 96h.  As barras representam a média e as linhas verticais o 
erro padrão (n=8). Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos para um 
mesmo tempo experimental (p< 0,05). 

  

A) B) 
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3.3 DISCUSSÃO  

 

No presente trabalho foi demonstrado a toxicidade do As para o peixe P. 

lineatus, causando alterações hematológicas, iônicas, bioquímicas e 

neurológicas, em diferentes concentrações, principalmente após 96 de 

exposição. 

Em peixes, observa-se respostas sanguíneas precoces da toxicidade do 

As devido à grande área superficial na brânquia, onde a barreira entre o sangue 

e o metal dissolvido é muito delgada (Kumar e Banerjee, 2012). As análises dos 

parâmetros sanguíneos constituem uma importante ferramenta para detectar 

alterações fisiológicas e verificar o estado de saúde geral dos peixes expostos a 

contaminantes. Assim, índices hematológicos como hemoglobina (Hg), 

contagem de eritrócitos (RBC) e hemoglobina corpuscular média (HCM) têm sido 

usados para verificar a capacidade de carreamento do oxigênio como indicador 

de poluição em ambientes aquáticos (Shah, 2012). No presente estudo, 

verificou-se uma diminuição no número de eritrócitos nos peixes do grupo As 

1000, após 96 h de exposição, indicando uma possível hemólise. O aumento da 

concentração de K+ nestes peixes também corrobora essa possibilidade. Sabe-

se que a redução no número de hemácias pode ser causada pela inibição da 

eritropoiese ou pela destruição das hemácias pelo arsenito, sendo que anemia 

moderada já foi relatada em Oncorhynchus mykiss alimentadas com 55–60 μg 

As g-1 por 12 semanas (Cockell et al., 1992). Menos células vermelhas 

circulantes podem prejudicar a distribuição e o suprimento de oxigênio para os 

diferentes tecidos, podendo alterar o metabolismo geral do animal. A diminuição 

no número de células vermelhas também foi descrita por Lavanya e 

colaboradores (2011) para Catla catla expostos a 2,04 mg. L-1 de As por 

7,14,21,28 e 35 dias de exposição. Além disso, os autores observaram aumento 

na hemoglobina, no hematócrito, na hemoglobina corpuscular média e no 

volume corpuscular médio dos animais. Cockell e colaboradores (1992) 

alimentaram Oncorhynchus mykiss com As por 8 semanas, nas quais houve 

diminuição da hemoglobina corpuscular média e não houve alteração no volume 

corpuscular médio. Ao contrário, Tripathi e colaboradores (2003) relatam 

diminuição na hemoglobina e no volume celular em Clarias batrachus expostos 

a 5, 10 e 15 mg.L-1 por 120 h, assim como Bears e colaboradores (2006) 
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observaram diminuição no hematócrito de Fundulus heteroclitus expostos a 787 

µg.L-1 de As por duas semanas. Concentrações e tempos de exposição maiores 

do que os utilizados no presente trabalho podem ser a razão pelas diferentes 

respostas apresentadas nos trabalhos citados acima. 

As brânquias desempenham um papel vital no transporte de íons (Na+, 

K+, Cl−, Ca2+ e Mg2+) mantendo o equilíbrio hidroeletrolítico e ácido-básico no 

peixe. A quantificação de íons plasmáticos é considerada um biomarcador 

sensível à exposição a xenobióticos (Saravanan et al.,2011, 2015). Sabe-se que 

a exposição a contaminantes leva a prejuízos na absorção de íons, por exemplo 

por aumento na permeabilidade branquial (Evans, 1987; Wendelaar Bonga, 

1997; Cerqueira e Fernandes, 2002; Martinez et al., 2004; Camargo e Martinez, 

2006), o que pode ser a causa da incapacidade de absorção de sais ou do ganho 

excessivo de água (Evans et al., 2005). Neste estudo, foi observado um aumento 

na concentração de K+ e uma diminuição na concentração de Na+, ambos após 

96 h de exposição nos grupos As10 e As1000, indicando que as alterações 

iônicas encontradas podem estar relacionadas com um aumento da 

permeabilidade iônica do epitélio branquial ou alterações na atividade dos 

transportadores branquiais resultante do efeito tóxico do As. Sabe-se que o As 

pode interferir nas enzimas branquiais envolvidas na absorção de íons, como por 

exemplo, a Na+-K+-ATPase, já que o metaloide pode se ligar a grupos cisteínas 

nas enzimas (Chen et al., 1988; Miller et al., 2002; McCafferty-Grad et al., 2003). 

Nesse contexto, Catla catla expostos a 2,041 mg. L-1 de As por 7, 14, 21, 28 e 

35 dias, mostraram redução na atividade da Na+-K+-ATPase, além de 

decréscimo na concentração plasmática de sódio, potássio, cloreto (Lavania et 

al., 2011).  

Sabe-se que o As pode estimular a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) como o ânion superóxido (O2
-), radical hidroxil (OH) e o radical 

peroxil (ROO) (Pi et al., 2003).  Como consequência, a peroxidação dos ácidos 

graxos poli-insaturados da membrana tem sido amplamente descrita como 

principal mecanismo de injúria celular e um dos efeitos mais tóxicos do arsênio 

(Halliwell e Gutteridge, 2006, Ramanathan et al., 2003). Para neutralizar as ERO 

e impedir consequências indesejáveis, as enzimas das vias antioxidantes são 

importantes mecanismos de defesa celular e dentre as enzimas, a SOD é a 

primeira, sendo responsável por catalisar a reação entre o ânion superóxido (O2) 
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e a água, formando peróxido de hidrogênio. Neste trabalho, a atividade hepática 

da SOD mostrou-se aumentada já em 24 h, em todas as concentrações de As 

testadas e permaneceu assim em 96 h, sugerindo que a exposição ao As tenha 

aumentado a geração de ERO. O aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes como a SOD e a GPx tem sido associado com a exposição ao As 

(Liu et al., 2001; Shi et al., 2004). A GPx é uma importante peroxidase 

encontrada na via antioxidante, catalisando a decomposição de vários 

hidroperóxidos orgânicos, inclusive o peróxido de hidrogênio, utilizando o 

tripeptídeo glutationa (GSH) como substrato. No presente trabalho, a GPx 

mostrou-se aumentada após 96 h, em todos os grupos experimentais. Estudos 

recentes demonstraram o mesmo comportamento na atividade enzimática da 

SOD e da GPx em diferentes espécies e diferentes concentrações de As, como 

em embriões de Danio rerio (Sun et al., 2019), Pangasianodon hypophthalmus 

(Kumar et al., 2019), Clarias batrachus (Bhattacharya e Bhattacharya, 2005) e 

Carassius auratus (Cui et al., 2020). Também foi relatado que o H2O2 citosólico 

é produzido pela SOD a partir dos ânions superóxidos durante a exposição ao 

As (Jing et al., 1999; Pourahmad et al., 2003). 

Também foi observado um aumento na CAT após 96 h, nos grupos As 10 

e As 1000. As CAT são enzimas que catalisam a quebra do peróxido de 

hidrogênio. O aumento da atividade das enzimas relacionadas ao estresse 

oxidativo pode ser devido ao excesso de produção de H2O2 pelas enzimas dos 

peroxissomos ou pela geração de H2O2 na mitocôndria pela superóxido 

dismutase. Wang e colaboradores (2004) relatam que as enzimas mais 

importantes na metabolização dos peróxidos relacionados a exposição ao As 

são GPx e catalases, sendo que a GPx deve ser mais efetiva contra a geração 

de ERO induzida pelo As, provavelmente pela sua localização citosólica (Jing et 

al, 1999; Wang et al., 2004). Bhattacharya e Bhattacharya (2005) concluíram que 

o estresse oxidativo causado pela exposição ao As é mediado pelo H2O2. Assim, 

fica demonstrado que neste trabalho a exposição ao As provavelmente 

aumentou a formação de ERO, hipótese essa justificada no aumento da 

atividade da SOD para neutralizar essas moléculas. Como resultado, a 

concentração de H2O2 aumentou no tecido, estimulando o aumento da atividade 

da CAT e da GPx, enzimas responsáveis pela degradação deste composto. 

A glutationa (GSH) é conhecida como um importante elemento protetor 
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das células contra as ERO geradas por xenobióticos. Especificamente em 

relação aos peixes, diversos trabalhos abordam a glutationa como uma 

importante defesa antioxidante não enzimática que ocorre em altas 

concentrações.  Com relação ao metabolismo do As, a GSH participa da redução 

do arsenato para arsenito (Csanaky and Grecus, 2005), além de atuar como 

substrato para a monometilarsonato redutase (MMAV), enzima responsável pela 

metilação do arsênio inorgânico (Aposhian et al., 2004), formando 

arsenitotriglutationa (AsIII (GS)3) (Kobayashi et al., 2005).  Portanto, a GSH 

parece ter dupla função porque age primariamente como defesa antioxidante e, 

ao mesmo tempo, participa da biotransformação do As (Ventura-Lima et al., 

2011).  O comportamento da GSH parece variar bastante entre as espécies e 

concentrações de As testadas. Roy e colaboradores (2006) identificaram uma 

oscilação nos níveis de GSH de Channa punctatus expostos ao arsênio, de 

acordo com o tempo de exposição, quando ao final de 7 e 14 dias houve uma 

diminuição de GSH comparado ao controle. Em outro estudo, Cui e 

colaboradores (2020) relatam que o Carassius auratus não mostrou alteração na 

GSH após ingestão de As na concentração de 50 μg.g-1, enquanto que na 

concentração de 100 μg.g-1 , a concentração do tripeptídeo aumentou após 10 

dias de exposição. No presente trabalho, não encontramos alteração na 

concentração da GSH em nenhum dos tempos de exposição. A resposta da 

ativação das enzimas antioxidantes primárias em um curto período de 

exposição, provavelmente tenha sido o estímulo maior para metabolizar as ERO 

decorrentes da presença do As, não necessitando da GSH nesse momento.  

A enzima glutationa redutase (GR) tem um papel crucial na manutenção 

dos níveis de GSH e tanto os organo-arsênicos trivalentes gerados durante a 

biometilação do As como os arsenotióis formados na célula pela reação com a 

GSH, podem inibir a GR (Bhattacharya e Bhattacharya, 2005; Bhattacharya et 

al., 2007). Talvez seja essa a causa da redução da atividade da GR observada 

neste estudo em todas as concentrações de As testadas e em todos os períodos 

de exposição. Além disso, segundo Bandypadhyay et al. (1999), o arsenito pode 

inibir enzimas que geram co-enzimas reduzidas como NADH e NADPH. A 

escassez de NADPH pode ter um efeito direto nos níveis de glutationa reduzida 

(GSH), já que prejudica a redução da glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa 

redutase (GR).  
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As enzimas da família GST são moléculas multifuncionais, com um papel 

importante na detoxificação celular, protegendo as células contra xenobióticos 

pela conjugação com a glutationa e uma variedade de compostos eletrofílicos 

endógenos e exógenos (Townsend e Tew, 2003). A superfamília GST tem sido 

dividida em sete classes distintas conhecidas como alpha, mu, pi, theta, zeta, 

sigma e omega (SampayoReyes e Zakharyan, 2006). GST-π e GST-ω são duas 

isoformas predominantemente citosólicas envolvidas no metabolismo do As 

(Wang e Lee, 1993; Board e Menon, 2016). GST-ω catalisa a redução das 

formas metiladas do As V para as formas metiladas do AsIII e a conjugação do 

MMAIII com a GSH (Zakharyan et al., 2001), enquanto a GST-π catalisa a 

conjugação do As III com a GSH (Leslie, 2012). Neste estudo, observou-se uma 

diminuição da atividade da enzima após 96 h de exposição, em todas as 

concentrações testadas, resultado este que difere do encontrado em outras 

espécies, como em Oncorhynchus mykiss expostos a 7,7 μmol.L−1  de As por 48 

h, que apresentaram aumento da atividade da GST no intestino (Painefilú et al., 

2019). Também em Pangasianodon hypophthalmus foi observado a atividade da 

GST aumentada em diferentes concentrações de As (Kumar et al., 2019). A 

redução da atividade observada neste estudo pode estar relacionada com a 

presença de oxidantes que levam a inativação da atividade enzimática 

(Bagnyukova et al., 2007). Neste caso, a exposição ao As estimulou outras vias 

de defesa, mostrando diferentes respostas quando comparadas as espécies 

apresentadas. Espécies diferentes podem apresentar respostas diferentes 

quando expostas ao mesmo contaminante, razão pela qual justifica-se a 

necessidade de estudos diversos, com o objetivo de compreender o mecanismo 

de ação do contaminante em diferentes espécies. 

Outro importante parâmetro a ser analisado é peroxidação lipídica. Uma 

das mais importantes consequências da lipoperoxidação é o dano à estrutura 

lipídica da membrana celular, desestabilizando fisiologicamente as propriedades 

celulares. As consequências para as membranas biológicas podem ser de vários 

níveis de severidade, dependendo da natureza e concentração do oxidante, 

variando desde reduções localizadas na fluidez da membrana até a ruptura total 

da integridade da bicamada (Halliwell e Gutteridge, 2006). Esse dano é 

normalmente verificado em células do fígado, devido à sua maior vulnerabilidade 

ao estresse oxidativo (Bhattacharya e Bhattacharya, 2007). Soundararajan et al. 
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(2009) identificaram dano lipídico em Tilapia mossambica expostas ao arsênio. 

De forma similar, Pedlar et al. (2002) relatam a ocorrência de peroxidação lipídica 

para em truta Salvelinus namaycush expostas a diferentes concentrações de As 

e ainda a indução da LPO com a exposição do teleósteo Anadas testudineus a 

1.5 mg As.L-1 durante 48 h. Bhattacharya e Bhattacharya (2007) também 

demonstram o estresse oxidativo pelo arsênio sobre a espécie de peixes Clarias 

batrachus.  Cui e colaboradores (2020) também descreveram peroxidação 

lipídica no fígado de Carassius auratus expostos ao As via dieta por 10 dias. Por 

outro lado, Schlenk et al. (1997) não observaram alterações lipídicas no fígado 

do Ictalurus punctatus após a exposição ao As, resultados também obtidos por 

Ventura-Lima e colaboradores (2009) nas brânquias do Danio rerio e por 

Bagnyukova e colaboradores (2007), nos Carassius auratus expostos a 200 μg 

As.L-1.Estes resultados são semelhantes ao encontrado neste estudo, no qual 

não constatamos LPO nos peixes após as exposições ao As. É sabido que o As 

induz a LPO em várias espécies de animais e também em cultura de células. 

Entretanto, estudos com peixes de diferentes espécies em exposições crônicas, 

com doses baixas de As indicaram que o mesmo pode ou não causar LPO, 

dependendo da espécie envolvida (Allen et al., 2004; Pedlar et al., 2002). 

Portanto, parece que a toxicidade do As depende não somente da concentração 

utilizada, mas também das espécies estudadas, sendo que alguns teleósteos 

mostram-se mais sensíveis ao As quando comparados a outros (Bhattacharya e 

Bhattacharya, 2007). Como discutido anteriormente, o As aumenta a formação 

de H2O2 nos tecidos afetados, requerendo CAT, GPx, GST and GR para 

proteção celular (Regoli and Giuliani, 2014). Como neste estudo houve aumento 

da atividade das enzimas antioxidantes primárias, podemos admitir que essas 

respostas foram suficientes para neutralizar as moléculas oxidativas, 

conseguindo assim impedir o estresse oxidativo nesses animais nas 

concentrações testadas, considerando também que o tempo de exposição foi 

bastante curto. Outro importante aspecto a ser analisado é a concentração 

utilizada de As nos diferentes estudos. Em geral, as espécies que apresentaram 

LPO foram expostas ao As na ordem de mg.L-1, ou seja, concentrações muito 

superiores a deste trabalho, na ordem de µg.L-1.  

A AChE catalisa a hidrólise da acetilcolina que resulta no fluxo do impulso 

nervoso que passa por um neurônio colinérgico a outro neurônio colinérgico nas 
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junções sinápticas e também na placa motora, local de junção neuromuscular. 

Estudos feitos por Kumari e colaboradores (2017) demonstraram que o cérebro 

é particularmente vulnerável ao As devido ao seu alto consumo de oxigênio e 

pela alta taxa de ácidos graxos poli-insaturados, ocorrendo a geração de grande 

quantidade de ERO. Ainda segundo os mesmos autores, a atividade da AChE 

também depende da taxa de penetração do agente tóxico e a taxa de formação 

de metabólitos através de certas membranas e outras atividades fisiológicas. O 

arsenito é tido como um potente inibidor da acetilcolinesterase (AChE), como é 

reportado por Roy e colaboradores (2006), levando esta enzima a níveis basais 

conforme o aumento do tempo de exposição. O As atua no sistema colinérgico, 

através de interações com os grupos sulfidrilas, envolvidos nos mecanismos de 

captação de alta afinidade da colina, e com os grupos dissulfeto da AChE 

(Rodriguez et al., 2003). 

Assis et al. (2012) estudaram o efeito de pesticidas organofosforados, que 

contém As em sua composição, sobre a atividade colinesterásica cerebral de 

três diferentes espécies de peixes tropicais: pirarucu (Arapaima gigas), cobia 

(Rachycentron canadum) e a tilápia (Oreochromis niloticus), e mostraram que 

para todas as espécies houve uma inibição substancial da AChE. Com 

resultados semelhantes, Kumar e colaboradores (2019) observaram redução 

dose dependente e influenciada pela temperatura na atividade da AChE em P. 

hypophthalmus expostos ao As. Neste trabalho, a atividade da AChE foi 

diminuída nos peixes do grupo As1000 após 96 h de exposição, resultados que 

corroboram os dados citados na literatura. Já no músculo não foi encontrada 

nenhuma alteração para as concentrações e tempo de exposição testados. 

Sabe-se que o acúmulo de acetilcolina devido a redução da atividade da AChE 

pode afetar o comportamento de fuga e reprodução dos peixes, interferindo 

diretamente na sobrevivência da espécie.  

 

3.4 CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, nossos resultados indicam que a espécie P. lineatus 

mostrou-se sensível aos efeitos da exposição aguda ao As, sendo que as 

alterações mais evidentes foram vistas após 96 h de exposição e nas duas 
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maiores concentrações testadas (As 10 e As 1000). No presente trabalho, as 

concentrações de As na água foram semelhantes às estabelecidas para locais 

onde há pesca ou cultivo de peixes, determinadas como limites para proteção da 

vida aquática. Com base nos dados apresentados, os peixes expostos a 

concentração limite estabelecida pela legislação vigente (10 µg.L-1) mostraram 

importantes alterações evidenciando que para a espécie analisada essa 

concentração não é segura para a vida do animal. Conforme já discutido, a 

exposição ao As levou a diminuição do número de eritrócitos, diminuição da 

hemoglobina corpuscular média, alterou as concentrações plasmáticas de Na+ e 

K+, estimulou as enzimas antioxidantes primárias (CAT, SOD e GPx), reduziu a 

atividade da GST e mostrou ação anticolinesterásica no cérebro. Esses 

resultados são preocupantes, pois a exposição feita foi por um curto período de 

tempo e com concentrações ambientalmente relevantes.  
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RESUMO 

 

O Arsênio (As) é um contaminante ambiental comumente encontrado em várias 

regiões do planeta. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do As para 

linhagem de hepatócitos de Danio rerio (ZFL). As células foram expostas ao As 

nas concentrações (em µg.L-1) de 0,1 (As 0,1), 10 (As 10)  e 100 (As 100) ou 

somente ao PBS (CTR) por 1, 3 e 6 h. A viabilidade celular foi avaliada pela 

funcionalidade mitocondrial (MTT) e integridade da membrana (Azul de Trypan). 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) e a capacidade antioxidante 

total (ACAP) também foram mensuradas. Já a genotoxicidade foi avaliada pelo 

ensaio do cometa. A viabilidade celular pelo Azul de Trypan mostrou que a 

concentração de 100 µg.L-1 foi citotóxica em todos os tempos de exposição para 

ZFL, enquanto que no MTT essa alteração foi verificada apenas após 6 h. A 

https://www.elsevier.com/journals/toxicology-in-vitro/0887-2333/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/toxicology-in-vitro/0887-2333/guide-for-authors
mailto:cbueno@uel.br
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geração de ERO foi diminuída em todos os grupos em 1 h de exposição e o 

mesmo aconteceu no grupo As 0,1 em 3 h e nos grupos As 10 e As 100 em 6 h. 

Já a ACAP foi aumentada em todos os grupos experimentais em 6 h. Com 

relação aos danos ao DNA, o grupo As 100 mostrou aumento no escore de 

danos em 1 h. Em 3 h, os danos foram aumentados em todos os grupos e em 6 

h, apenas nos grupos As 10 e As 100. Em conjunto, nossos resultados 

demonstram que o As, principalmente na maior concentração, foi citotóxico e 

genotóxico para ZFL, apesar de ter estimulado as defesas antioxidantes das 

células. 

 

Palavras-chave: defesa antioxidante, cultura de células, danos ao DNA, ensaio 

in vitro, metaloide. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Arsênio (As) é um contaminante ambiental amplamente distribuído por 

todo o globo terrestre, classificado em primeiro lugar na lista de substâncias 

perigosas à saúde humana da ATSDR em 2017  

(https://www.atsdr.cdc.gov/spl/index.html). Sua entrada no meio ambiente pode 

ocorrer de forma natural, devido ao intemperismo das rochas ou atividades 

vulcânicas, ou ainda por resíduos de atividade de mineração, efluentes 

industriais e agrotóxicos (Hong et al., 2018; Capillo et al., 2018). A ingestão de 

água contaminada é uma das mais importantes vias de exposição ao As (Liu e 

Zhang, 2020). Na América Latina estima-se que pelo menos 4,5 milhões de 

pessoas bebam água contaminada com As, com concentrações que variam de 

50 a 2000 µg.-1 (Farías et al., 2008), ou seja, até 200 vezes maior que o permitido 

pela Organização Mundial da Saúde, que estabelece o limite de 10 µg.L-1 de As 

para água de consumo humano (WHO, 2018), a mesma concentração permitida 

pela legislação brasileira na resolução CONAMA 357/2005. No Brasil, os 

primeiros trabalhos mostrando água contaminada com As datam de 1998 

(Bundschuh et al., 2009) e concentrações de 2 a 2980 µg.L-1  de As em corpos 

de água e 150 a 390 mg.Kg -1de As no solo já foram detectadas (Bundschus et 

al., 2012).   

Na água, o As encontra-se disponível nas formas inorgânicas e orgânicas. 

O As inorgânico é encontrado em quatro estados de oxidação como arsenito (+ 

III), arsenato (+ V), arsino (-III) e arsênio (0), sendo o arsenito e o arsenato os 

mais comuns. As espécies inorgânicas tendem a ser mais tóxicas para os 

organismos, incluindo humanos, outros animais e plantas (Goessler e Kuehnett, 

2002; Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Ng, 2005), sendo que o arsenito 

existente na água traz mais preocupações devido a sua maior toxicidade e 

dificuldade de remoção (Singh et al., 2015; Fan et al., 2016). A toxicidade do 

arsênio trivalente é relacionada com a sua alta afinidade com grupos sulfidrilas 

de biomoléculas, como a glutationa (GSH), o ácido lipoico e também com 

grupamentos cisteína de muitas enzimas (Aposhian e Aposhian, 2006). A ligação 

do As III com esses grupamentos resulta em muitos efeitos prejudiciais, como a 

inibição da atividade de enzimas como a glutationa redutase e a glutationa 

https://www.atsdr.cdc.gov/spl/index.html
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peroxidade (Schuliga et al., 2002; Wang et al., 1997; Lin et al., 2001; Chang et 

al., 2003). Já o arsenato, devido as suas propriedades bioquímicas serem 

semelhantes ao fosfato, pode substituí-lo nas reações de fosforilação de 

transferência de energia, resultando no comprometimento da síntese de ATP 

(Fattorini e Regoli, 2004). Outra diferença entra as duas formas é que o arsenito 

pode entrar na célula por difusão e através do envolvimento de outros sistemas 

de transporte como as aquaporinas, enquanto a entrada do arsenato nas células 

está ligada a transportadores de fosfato (Thomas, 2007). Já as formas metiladas, 

como o monometilarsonato (MMA) e dimetilarsinato (DMA), são consideradas 

moderadamente tóxicas. Em comparação, o arsenito é sessenta vezes mais 

tóxico que o arsenato e setenta vezes mais tóxico que as formas metiladas (Akter 

et al., 2005).  

Em ecossistemas aquáticos, os peixes são importantes bioindicadores da 

toxicidade do As por estarem continuamente expostos ao metaloide devido a 

respiração branquial e a alimentação contaminada pelo mesmo (Gernhöfer et al., 

2001; Bears et al., 2006; Ghosh et al., 2007). Alguns estudos já demonstraram 

diversos efeitos da contaminação de As em diferentes espécies, como 

alterações hematológicas, estresse oxidativo, aumento de respostas 

antioxidantes entre outros (Bhattacharya e Bhattacharya, 2007; Bagnyukova et 

al., 2007; Ventura-Lima et al., 2009a, 2009b; Lavanya et al., 2011; Kumar et al., 

2019; Painefílu et al., 2019; Sun et al., 2019; Cui et al., 2020).  

Os ensaios in vivo são amplamente utilizados na avaliação da toxicidade 

de compostos químicos, entretanto, o grande número de animais usado na 

avaliação de risco ambiental destacou a necessidade de novas abordagens. O 

desenvolvimento de ensaios in vitro baseados em cultura de células de peixes 

tem sido proposto como uma alternativa promissora para reduzir e/ou substituir 

o uso de peixes em testes de toxicidade aquática (Ankley et al., 2010; Worth et 

al., 2014). Testes com células e embriões representam sistemas experimentais 

padronizados que são realizados em um ambiente controlado, proporcionando 

respostas rápidas e acessíveis, com resultados eticamente elegíveis (Garcia et 

al., 2016). As culturas celulares permitem a comparação entre as espécies por 

sua sensibilidade relativa ao ambiente e contaminantes, auxiliando a 

compreensão dos mecanismos de ação dos contaminantes em nível celular 
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(Zeng et al., 2016). Dessa forma, as linhagens celulares de peixes vêm sendo 

aplicadas em toxicologia para avaliação dos efeitos de produtos químicos, 

incluindo agrotóxicos, metais, drogas, nanopartículas, bem como amostras 

ambientais, como extratos de sedimentos, águas superficiais e águas residuais 

(Zegura e Filipic, 2019). 

No presente estudo, foi utilizado a linhagem de hepatócitos de Danio rerio 

(ZFL), considerada relevante para a identificação de alterações toxicológicas em 

organismos aquáticos (Gajski et al., 2016). Muitos estudos têm mostrado que 

esta linhagem é sensível a diversas classes de contaminantes, como metais 

(Chen e Chan, 2018; Sandrini et al., 2009; Tang et al., 2013), nanomateriais 

(Azevedo Costa et al., 2012; Morozesk et al., 2018; Thit et al., 2017), produtos 

farmacêuticos (Gajski et al., 2016; Novak et al., 2017), biodiesel (Cavalcante et 

al., 2014), gasolina (Lachner et al., 2015) e herbicidas (Goulart et al., 2015; Lopes 

et al., 2018; Silva et al., 2020). Além disso, culturas de células de peixes são 

frequentemente usadas como sistemas modelo para estudar os mecanismos de 

respostas celulares em ensaios toxicológicos, já que elas exibem muitas das 

mesmas defesas gerais de mamíferos (Wan et al., 2009). Com relação ao As, 

Seok e colaboradores (2007) demonstraram que o metaloide alterou a 

morfologia celular e causou apoptose em ZFL expostas a diferentes 

concentrações de As (0 a 140 µg.L-1) por 24 horas. Outros estudos também 

mostraram o aumento de apoptose causado pela exposição ao As em 

hepatócitos humanos (Xu et al., 2010; Liu e Zhang, 2020). Assim, visando 

esclarecer os efeitos do As em diferentes culturas de células, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar os efeitos citotóxicos e genotóxicos do metaloide para a 

linhagem de hepatócitos de Danio rerio (ZFL) expostos às concentrações 

estabelecidas na legislação brasileira por 1,3 e 6 horas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  EXPOSIÇÃO DAS CÉLULAS ZFL AO AS 

 

A linhagem de hepatócitos de Danio rerio (ZFL) foi mantida em meio de 

cultura contendo 50% Leibovitz’s L-15 medium (GIBCO®), 40% RPMI médium 

1640 (GIBCO®) e 10% de soro bovino fetal (GIBCO®), em frascos de 25 cm2, em 

estufa sem CO2 a 28°C. 

As células foram transferidas para diferentes placas dependendo do teste 

a ser realizado. Para os ensaios bioquímicos, utilizou-se placas pretas de 96 

poços. Para o ensaio do cometa, utilizou-se placas transparentes de 6 poços. 

Independente do teste, as células foram semeadas sempre 24 horas antes dos 

experimentos. Nas placas de 96 poços, foram semeadas 1x106 células. mL-1. 

Para as placas de 6 poços, foram semeadas 2x106 células. mL-1. Em todos os 

testes foram feitos 4 placas (réplicas) para cada tempo de exposição No dia do 

experimento, as placas foram incubadas a 28°C por 1, 3 e 6 horas, tempo de 

exposição selecionado para que as células possam manter suas características 

fisiológicas sem prejuízo, considerando que as mesmas ficam imersas em PBS, 

ou seja, sem meio de cultura durante os testes. Além disso, estes períodos são 

suficientes para averiguar a ocorrência de danos no DNA, se há reparo do DNA, 

geração de ERO entre outros.  O grupo controle (CTR) recebeu apenas salina 

fosfatada livre de cálcio e magnésio (PBS- KCl, KH2PO4, NaCl, Na2HPO4) 

enquanto que os tratamentos receberam uma solução de arsênio a 0,1 µg.L-1 

(As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 100 µg.L-1(As 100). Para o controle positivo, foi 

adicionado uma solução de metil metanosulfonato (MMS) a uma concentração 

de 4mM. Todas as soluções foram preparadas em PBS estéril e os meios 

experimentais contendo As foram preparados a partir de uma solução mãe de 

arsenito de sódio (NaAsO2
 marca Neon) com concentração de 100 mg.L-1, 

preparada sempre 24 horas dos experimentos. As concentrações testadas foram 

baseadas na legislação vigente (resolução CONAMA 357/2005), a qual 

estabelece como limite máximo de As para água doce onde haja pesca ou cultivo 

de peixes a concentração de 0,14 µg.L-1 e para corpos de água doce em geral a 

concentração de 10 µg.L-1. A maior concentração foi estabelecida baseada em 
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estudos que encontraram concentrações semelhantes em corpos de água no 

Brasil (Bundschuh et al., 2012, Rocha e Azevedo, 2015). 

 

2.2  TESTES DE CITOTOXICIDADE 

 

Para avaliar a citotoxicidade foram utilizados dois testes, analisando a 

atividade mitocondrial (MTT) e a análise da integridade da membrana plasmática 

(Azul de Trypan). Os dois testes foram realizados em cinco concentrações de As 

(0,1, 1, 10, 100 e 1000 µg.L-1), sendo selecionadas três concentrações para a 

realização das análises seguintes, conforme descrito anteriormente. A 

concentração de 1000 µg.L-1 foi descartada pois causou a morte da maioria das 

células. Já a concentração de 1 µg.L-1 mostrou citotoxicidade semelhante a 

concentração de 0,1 µg.L-1. Como a concentração de 0,1 µg.L-1 é um valor 

presente na legislação, optou-se por excluir a concentração de 1 µg.L-1.  

A redução do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5- difeniltetrazole bromido (MTT) 

é um ensaio que verifica atividade mitocondrial, baseado em Mosmann (1983), 

com modificações. Após as exposições, as soluções testes foram retiradas e 

adicionou-se MTT (0,5 mg.mL-1) às placas, que foram incubadas novamente  por 

duas horas a 28°C. Após esse período, a solução de MTT foi removida e 

adicionou-se dimetilsulfóxido (DMSO) para diluir os cristais de formazan. A 

leitura foi feita em espectrofluorímetro (VICTOR 3, PerkinElmer) a 540nm. As 

amostras expostas apenas ao PBS (grupo controle) foram consideradas 100% 

de viabilidade celular. A viabilidade dos tratamentos foi calculada em proporção 

ao grupo controle. 

Para verificar a integridade da membrana plasmática foi utilizado o teste 

de exclusão por azul de Trypan. Após a exposição, as células foram retiradas da 

placa e coradas com azul de Trypan 0,4%. Em seguida, 100 células foram 

contadas na câmara de Neubauer e a viabilidade celular foi expressada pela 

porcentagem de células viáveis. Foram selecionados para a realização dos 

outros testes, tratamentos que mostraram viabilidade celular igual ou superior a 

80% (Tice et al., 2000). 
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2.3 ENSAIOS BIOQUÍMICOS  

 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) e a capacidade 

antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) foram determinadas de acordo 

com Amado et al. (2009), com modificações de acordo com da Silva e 

colaboradores (2020). Após as exposições, as soluções de arsênio foram 

retiradas e adicionado o meio de reação (30 mM HEPES, 200 mM KCl, 1 mM 

MgCl2, pH 7,2). As amostras foram analisadas em quadruplicatas, sendo que 

duas amostras receberam apenas o tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 7,4) 

e as outras duas receberam 2-amidinopropano dihidrocloro (ABAP 10mM). 

Imediatamente foi feita a leitura da autofluorescência em leitor de microplaca a 

temperatura de 35°C (Victor 3, Perkin Elmer®). Em seguida, foi adicionado 2-7-

Dicloro-Dihidro- fluoresceína (H2DCF 1mM) em todos os poços e a leitura 

(ex:485 nm; em: 520 nm) foi feita a cada 5 minutos por 60 minutos, a 35°C 

(Azevedo Costa et al., 2012). A H2DCF reage com espécies reativas de oxigênio, 

liberando diclorofluoresceína, um composto fluorescente. Assim, uma maior 

concentração de espécies reativas de oxigênio produz uma intensidade mais alta 

de fluorescência (Amado et al., 2009). Para quantificar a ROS e a ACAP, os 

dados de fluorescência foram ajustados a função polinomial de segunda ordem 

e o valor da integral foi calculada. Os valores da integral das amostras tratadas 

apenas com o tampão fosfato de potássio foram usados para calcular a 

quantidade de ROS e os resultados foram expressos como unidade de área de 

fluorescência por tempo (FU x min). A diferença entre as áreas das amostras 

tratadas e não tratadas com ABAP foram utilizadas para calcular a ACAP. 

Quanto maior a diferença entre as áreas menor será a capacidade antioxidante 

da amostra. Os dados de ACAP foram invertidos (1/área relativa) para facilitar a 

visualização dos dados. 

 

2.4 ENSAIOS GENOTÓXICOS 

 Para avaliar possíveis danos ao DNA, foi realizado o ensaio alcalino do 

cometa, de acordo com Singh et al. (1988), com modificações descritas por da 
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Silva e colaboradores (2020). Neste ensaio, utilizou-se um controle positivo com 

MMS (metil metanosulfonato) 0,5 mM. Após a exposição, alíquotas de 20 μL de 

cada amostra foram homogeneizadas em agarose de baixo ponto de fusão a 

0,8% e transferida para lâminas já impregnadas com agarose de ponto de fusão 

normal 1%, cobertas com lamínulas e alocadas em refrigerados por 40 minutos. 

Após a secagem, as lamínulas foram retiradas e as lâminas foram colocadas em 

solução de lise (2.5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% 

DMSO, pH 10) e mantidas em refrigerador até o dia seguinte. Após a lise, as 

lâminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese com tampão alcalino 

(1 mM EDTA and 300 mM NaOH, pH > 13) onde permaneceram por 30 minutos. 

Em seguida, a eletroforese foi conduzida a 25V e 300mA por 20 minutos. Então, 

as lâminas foram neutralizadas (0.4 M Tris, pH 7.5) por 15 minutos e fixadas em 

etanol 100% por 10 minutos. As lâminas foram coradas com GelRed (Biotium®) 

e 100 nucleoides por lâmina foram analisados, em teste cego, em microscópio 

de fluorescência (Leica®, DM 2500) na objetiva de 40X. Os danos ao DNA foram 

classificados visualmente, de acordo com a migração dos fragmentos de DNA 

em 4 classes: classe 0 (nucleoide sem calda e com poucos fragmentos ao redor), 

classe 1 (nucleoide com calda menor que seu diâmetro), classe 2 (cauda com 

comprimento de até duas vezes o diâmetro do nucleoide), classe 3 ( cauda com 

comprimento maior que duas vezes o diâmetro do nucleoide) (Collins et al., 

2008). O escore de danos foi obtido multiplicando o número de nucleoides 

observados em cada classe de dano pelo valor da classe. 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

  Para cada parâmetro analisado, os resultados foram comparados entre 

os diferentes tratamentos (CTR x As 0,1 x As 10 x As 100) separadamente para 

cada tempo experimental (1,3 e 6 h). Os resultados obtidos foram primeiro 

testados quanto à normalidade (Shapiro-wilk) e homogeneidade da variância 

(Levene). Em seguida, utilizou-se a análise de variância paramétrica (ANOVA) 

ou não paramétrica (Kruskal-Wallis), seguida de um teste de comparação 

múltipla (teste de Newman-Keuls ou Dunns, respectivamente) quando 
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necessário. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos e os resultados 

foram expressos como média ± erro padrão (SE) 
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3. RESULTADOS 

 

As concentrações de As nas soluções utilizadas nos diferentes 

experimentos estão expressas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Concentração de As total e dissolvido (µg.L-1) nas soluções teste dos diferentes 

tratamentos.  As concentrações correspondem às médias (± EP, n= 9) obtidas de todas as 

amostras coletadas em todos os experimentos realizados por 1, 3 e 6 h. Limite de detecção (LD): 

0,05µg.L-1. 

Grupo As total As dissolvido 

CTR Abaixo do LD  Abaixo do LD 

As 0,1 0,123 ± 0,0144  0,106 ± 0,0217 

As 10 10,442 ± 0,7077  9,293 ± 0,1787 

As 100 101,71 ± 5,4021 92,856 ± 7,4950 

 

 

3.1 CITOTOXICIDADE 

 

Os resultados das análises de citotoxicidade realizadas em células ZFL 

após a exposição ao As estão apresentados na Figura 1. Com relação ao ensaio 

do MTT (Fig. 1A), os resultados mostraram um aumento na viabilidade celular 

nos grupos As 0,1 e As 10 (P< 0,001) após 3 h de exposição. Já após 6h, os 

resultados indicam que o As foi citotóxico na maior concentração testada (As 

100) (P< 0,001), resultando em redução significativa da atividade mitocondrial 

nas células em relação aos outros grupos. No grupo C+ houve significativa 

redução na viabilidade em todos os tempos experimentais (P< 0,001).  

A integridade da membrana plasmática, verificada pelo ensaio Azul de 

Trypan (Fig. 1B), foi acima de 80% em todos os tratamentos e tempos de 

exposição. No grupo As 100, houve diminuição da viabilidade após 1 h (P= 

0,003), 3 h (P= 0,004) e 6 h (P= 0,003). Após 3 h de exposição a viabilidade no 

grupo As 10 também diminuiu (P= 0,004), assim como após 6 h o grupo C+ 

respondeu da mesma forma (Fig. 1B). 
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Figura 1- Viabilidade celular (%) baseada na atividade mitocondrial (A) e na integridade da 

membrana plasmática (B) de células ZFL expostas ao As nas concentrações de 0,1 µg.L-1 (As 

0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 100 µg.L-1 (As 100), ao MMS 0,5mM (C+) ou somente ao PBS (C-), por 

1, 3 e 6h.  As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrão (n=44). Letras 

diferentes indicam diferença significativa entre os grupos para um mesmo tempo experimental 

(P< 0,05). 

 

3.2 ERO E ACAP 

 

      Considerando a geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Fig. 2), 

ocorreu diminuição na produção em todas as concentrações testadas após 1 h 

de exposição (P < 0,001). Após 3 h, houve diminuição apenas no grupo As 0,1 e 

C+ (P < 0,001) e após 6 h nos grupos As 10, As 100 e C+ (P < 0,001). 

      Em relação a capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) 

(Fig. 3), após 6 h de exposição houve aumento nos grupos As 0,1, As 10 e As 

100 (P= 0,021). Já após 1 h, apenas no grupo C+ mostrou aumento (P= 0,002). 

 

A) B) 
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Figura 2 -  Produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) de células ZFL expostas ao As nas 

concentrações de 0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 100 µg.L-1 (As 100), MMS 0,5mM (C+) 

ou somente ao PBS (C-), por 1, 3 e 6h.  As barras representam a média e as linhas verticais o 

erro padrão (n=18). Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos para um 

mesmo tempo experimental (P< 0,05). 

 

 

Figura 3 - Capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) de células ZFL expostas ao 

As nas concentrações de 0,1 µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 100 µg.L-1 (As 100), MMS a 

0,5mM (C+) ou somente ao PBS (C-), por 1, 3 e 6h.  As barras representam a média e as linhas 

verticais o erro padrão (n=18). Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos 

para um mesmo tempo experimental (P< 0,05). 
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3.3 GENOTOXICIDADE 

 

 A análise dos danos ao DNA (Fig. 4) mostrou que após 1 h de exposição, 

houve aumento no escore de danos apenas no grupo As 100 e C+ (P < 0,001). 

Já após 3 h, todos os grupos mostraram aumento no escore de danos (P < 

0,001), enquanto após 6 h, a mesma resposta foi observada nos grupos As 10, 

As 100 e C+ (P < 0,001). 

 

 

Figura 4 - Escore de danos de DNA de células ZFL expostas ao As nas concentrações de 0,1 

µg.L-1 (As 0,1), 10 µg.L-1 (As 10) e 100 µg.L-1 (As 100), MMS a 0,5mM (C+) ou somente ao PBS 

(C-), por 1, 3 e 6h.  As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrão (n=6). 

Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos para um mesmo tempo 

experimental (P< 0,05). 
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4. DISCUSSÃO  

 

  Os peixes são particularmente suscetíveis a contaminação ambiental por 

metais e metaloides, porque eles os absorvem através do epitélio branquial e 

tendem a bioconcentrá-los na cadeia alimentar. Apesar de grande parte dos 

estudos realizados se concentrarem na toxicidade do As in vivo, pesquisas com 

cultura de células tem mostrado a toxicidade deste metaloide em doses mais 

baixas e menor tempo de exposição (Seok et al., 2007). Por exemplo, a 

concentração tóxica de As para a Tilapia mossambica após 10 dias de exposição 

é de 10 mg.L-1(Suhendrayatna et al., 2002), enquanto células do ovário de tilápia 

(células TO-2) mostraram alteração no ciclo celular quando expostas a 

concentrações de 9,36 – 75 µg.L-1  por 24 h (Wang et al., 2004). Com relação ao 

fígado, sabe-se que este é o principal órgão de detoxificação nos peixes, além 

de ser o responsável pela biotransformação do As (Wood, 2011). As culturas de 

hepatócitos são importantes modelos biológicos pois possuem a expressão de 

genes semelhante ao in vivo e podem sobreviver em cultura por tempo suficiente 

para estudos de exposições agudas (Eide et al., 2014). 

Analisando a atividade mitocondrial, o As 100 foi citotóxico para ZFL 

interferindo na atividade mitocondrial em 6 h de exposição. Considerando a 

integridade da membrana plasmática, é possível observar que a diminuição da 

viabilidade foi influenciada pelas diferentes concentrações de As e também pelo 

tempo de exposição crescente, sendo que a maior concentração testada foi 

responsável por diminuir a viabilidade celular em todos os tempos experimentais. 

Resultados semelhantes foram apresentados por Seok e colaboradores (2007), 

que mostraram diminuição dose dependente na viabilidade de ZFL expostas a 

concentrações de 0 a 10 mg.L-1 de As por 24 h. Os tempos de exposição 

utilizados no presente trabalho são menores quando comparados ao estudo 

supracitado, o que talvez seja a razão para os resultados mais discretos 

apresentados. Muitos estudos têm demonstrado o efeito citotóxico do As em 

células hepáticas humanas (Xu et al., 2010, Liu e Zhang, 2020), linhagens 

celulares cancerígenas como Hela, A549 e HepG2 (Zhao et al., 2018) e células 

mieloides (Kian et al., 2019). 

A contaminação por qualquer forma de As inorgânico, mesmo em baixas 

concentrações e curto período de exposição, pode aumentar a geração de ERO 
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(Schuliga et al.,2002; Ventura-Lima et al., 2011), o que ocorre durante o 

metabolismo do As e seus processos de detoxificação, sendo que o estresse 

oxidativo e seus danos têm sido considerados como os mecanismos 

responsáveis pela toxicidade do As (Jomova et al., 2011; Sun et al., 2016).  

Bhattacharya e Bhattacharya (2005) concluíram que a toxicidade da exposição 

ao As é mediada pelo H2O2, que pode ser produzido pelas enzimas dos 

peroxissomos ou pela superóxido dismutase na mitocôndria. Além disso, a 

oxidação do As3+ em As5+ em condições fisiológicas resulta na formação de 

H2O2, sendo que sua eliminação ocorre pela ação da catalase e glutationa 

peroxidase (Lushchak, 2011).  

Sabendo que os sistemas antioxidantes podem atuar de forma 

cooperativa, a determinação mais holística da capacidade antioxidante pode 

fornecer uma melhor compreensão da resistência dos organismos a toxicidade 

causada por ERO, quando comparadas as medições de um número limitado de 

antioxidantes (Amado et al., 2009). Em muitos casos, as análises individuais 

trazem resultados conflitantes, assim a análise da capacidade antioxidante total 

demonstra mais claramente a resposta do animal ou cultura celular, ao invés de 

tentar identificar o que aconteceu com cada componente da complexa rede de 

defesa antioxidante (Winston et al., 1998; Halliwell e Gutteridge, 2007). 

Neste trabalho houve diminuição na geração das ERO já após 1 h de 

exposição em todos os tratamentos. Em 3 h, a diminuição ocorreu apenas no 

grupo As 0,1 e em 6 h, nos grupos As 10 e As 100. Além disso, o aumento da 

atividade mitocondrial observada nos grupos As 0,1 e As 10 em 3 h pode refletir 

a ativação do metabolismo celular em resposta a exposição ao As, podendo levar 

ao provável aumento na geração de ERO. Já a análise da capacidade 

antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) foi aumentada em todos os 

grupos experimentais em 6 h de exposição. O aumento da ACAP demonstra que 

houve resposta antioxidante da ZFL, sendo que essa resposta provavelmente 

tenha sido suficiente para neutralizar as ERO, o que justifica a sua diminuição.  

Esse resultado corrobora outro estudo realizado em nosso laboratório, no 

qual Prochilodus lineatus demonstraram aumento na atividade das enzimas 

antioxidantes primárias quando foram expostos ao As nas concentrações de 0,1, 

10 e 1000 µg.L-1 por 96 h. Resultado semelhante também foi apresentado por 



________________________________________________Capítulo 3__ 

92 
 

Azevedo Costa e colaboradores (2012) com ZFL que apresentaram diminuição 

na geração de ERO e aumento na ACAP quando expostas a 7,5 mg.L-1 de As 

por 4 h, assim como Zhu e Chan (2012), os quais também identificaram 

diminuição na produção de ERO em ZFL expostas a 1,6  e 3,4 mg.L-1 de cádmio 

por 24 h. Com base nesses dados, pode-se admitir que para as concentrações 

testadas e os tempos de exposição utilizados no presente trabalho, as defesas 

antioxidantes da célula foram suficientes para protege-la das ERO, não 

ocorrendo estresse oxidativo. Com relação ao C+, apesar do aumento 

encontrado em 1 h na ACAP, os resultados demonstram que o composto 

utilizado (MMS) não induziu a geração de ERO, pelo contrário, promoveu 

redução significativa de ERO em todos os tempos experimentais. O MMS é um 

agente conhecidamente genotóxico que foi testado neste protocolo e não se 

mostrou adequado como controle positivo, pois não induziu estresse oxidativo. 

Outro importante aspecto ser avaliado em um contaminante é a sua 

genotoxicidade. A avaliação da genotoxicidade é fundamental em estudos 

toxicológicos, uma vez que contaminantes presentes no ambiente podem 

danificar o DNA, que, se não for reparado, pode comprometer a saúde dos 

organismos e populações. Para analisar o dano ao DNA, várias abordagens in 

vivo e in vitro são usados, com particular ênfase para o desenvolvimento de 

estudos in vitro (Costa et al., 2019). No pesente estudo, para avaliar a 

genotoxicidade do As foi utilizado o ensaio do cometa, por ser um ensaio 

sensível, confiável, rápido e de baixo custo para detecção de quebras de fita 

simples e dupla de DNA, sítios alcalinos lábeis, e eventos de reparo de excisão 

incompleta no nível de células individuais (Zegura e Filipic, 2019). Os resultados 

mostraram um aumento no escore de danos ao DNA desde a mais curta 

exposição, já em 1 h no  grupo As 100. O mesmo resultado se repetiu em 3 h 

em todas as concentrações testadas, e também nos grupos As 10 e As 100 em 

6  h, evidenciando a genotoxicidade do As para ZFL.  Conforme esperado, o 

grupo C+ mostrou aumento do escore de danos em todos os períodos de 

exposição, evidenciando o potencial genotóxico do MMS.  O MMS é um agente 

alquilante que forma monoadutos com os centros nucleofílicos do DNA (Jenkins 

et al., 2005). Essa alquilação induzida é capaz de bloquear a maioria das DNA 

polimerases, impedindo assim a ocorrência do processo de replicação do DNA 
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(Fu et al., 2012) ou ainda, induz a uma mutação de transcrição (Lips e Kaina, 

2001). Segundo Tice e colaboradores (2000), agentes reconhecidamente 

genotóxicos devem ser incluídos nos protocolos experimentais a fim de se avaliar 

uma resposta positiva condinzente com a indução de danos de DNA provocada 

por esses agentes. 

Uma série de estudos indica que a exposição crônica a baixos níveis de 

arsênio pode induzir danos ao DNA, causando aumento taxa de apoptose 

(Martinez et al. 2011; Pei et al. 2013). Recentemente, estudos com resultados 

semelhantes foram apresentados por Singh e colaboradores (2019) no qual 

eritrócitos de Channa punctatus mostraram aumento de danos ao DNA quando 

expostos a 0,5 mg.L-1As por 30 dias. Em outro estudo com a mesma espécie, 

Jha e colaboradores (2019) encontraram aumento na fragmentação do DNA de 

peixes expostos ao As em concentrações de 10, 50 e 500 µg.L-1 por 14 dias. O 

efeito genotóxico do As observado nos estudos realizados com altas 

concentrações de As parece estar relacionado ao estresse oxidativo (Liu et al. 

2001; Nesnow et al. 2002; Hei e Filipic 2004; Lantz e Hays 2006; Ruiz-Ramos et 

al. 2009; Kitchin e Conolly 2010; Jomova et al. 2011; Alarific et al. 2013; Dash et 

al. 2018), hipótese também admitida por Kumar (2016) em uma revisão sobre a 

genotoxicidade do As. Nesta situação, os peixes expostos a essas 

concentrações exibem na sua maioria aumento da frequência de aberrações 

cromossômicas, aumento no número de micronúcleos e quebra no DNA (Datta 

et al. 2007;Yadav e Trivedi 2009; Ramirez e Garcia 2005; Ahmed et al. 2011; 

Das et al. 2012).  

Entretanto, no presente trabalho as defesas antioxidantes parecem ter 

sido suficientes para evitar um aumento de ERO, portanto os danos ao DNA 

muito provavelmente não têm origem oxidativa e devem ter sido causados pela 

ação direta do metalóide. Embora muitos estudos têm sido feitos para determinar 

a genotoxicidade do As para peixes (Ali et al. 2008), as cascatas de sinalização 

envolvidas neste processo ainda permanecem desconhecidas (Singh et al., 

2019). Para células humanas, sabe-se que o As não se liga ao DNA e não forma 

adutos de DNA e tampouco causa mutações diretamente, mas é capaz de induzir 

genotoxicidade interferindo no reparo do DNA e induzindo instabilidade 

cromossômica na célula (Klein et al., 2007; Mandal, 2017). A inibição do reparo 
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do DNA, por ligação direta ou afetando a expressão de genes de reparo do DNA, 

é um mecanismo importante para a genotoxicidade induzida por arsênio (Andrew 

et al., 2003), resultando na mutação de genes supressores de tumor, como o 

p53 (Kelsey et al., 2005). O As pode inibir diretamente diferentes vias de reparo, 

incluindo reparo de excisão de nucleotídeos, reparo de excisão de base e reparo 

de incompatibilidade (Hossaim et al., 2012). O As também induz quebras na fita 

dupla, o que leva a aberrações cromossômicas (Klein et al., 2007; Xie et al., 

2014). Vários estudos demonstraram que a exposição crônica ao arsênio na 

água potável aumentou a incidência de aberrações cromossômicas, troca de 

cromátides irmãs e formação de micronúcleos em células humanas (Dulout et 

al., 1996; Gonsebatt et al., 1997;  Mäki‐Paakkanen et al., 1998; Mahata et al., 

2003). A instabilidade cromossômica causada pelo arsênio é frequentemente 

observada nos centrômeros, resultando na formação de cromossomos 

acêntricos ou na fusão dos centrômeros, resultando em aneuploidia e formação 

de micronúcleos (Xie et al., 2014; Kesari et al., 2012).  
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5 CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que apesar do 

As ter estimulado as defesas antioxidantes das células, diminuindo a geração de 

ERO, o mesmo foi citotóxico e genotóxico para ZFL, sendo as alterações mais 

evidentes observadas nos grupos As 10 e As 100 em 6 h de exposição.  

Possivelmente o aumento encontrado na capacidade antioxidante total foi 

suficiente para neutralizar as ERO, o que evitou o estresse oxidativo. Essa 

resposta provavelmente é devida as baixas concentrações testadas e também 

pelo curto período de exposição, pois conforme já discutido é sabido que o 

estresse oxidativo é a principal consequência da exposição a grandes 

concentrações de As ou por longos períodos. Mesmo assim, considerando a 

menor concentração testada, o grupo As 0,1 demonstrou aumento nos danos ao 

DNA com apenas 3 h de exposição. Já a maior concentração foi capaz de induzir 

danos em todos os períodos de exposição, evidenciando o potencial genotóxico 

do metaloide. Ressaltando que as concentrações testadas foram baseadas na 

legislação, este trabalho demonstra importantes alterações com baixas 

concentrações e em curtos períodos, pouco demonstradas em estudos 

anteriores. O uso da cultura de células ZFL mostrou-se satisfatório sendo 

considerado um bom modelo biológico para estudos de efeitos toxicológicos do 

As, incluindo sensibilidade e capacidade de resposta, bem como redução de 

custo e produção de resíduos. 
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 A contaminação de corpos de água pelo arsênio (As) é um problema 

global. Diferentes regiões no globo descrevem altas concentrações deste 

composto oriundo de diversas atividades, já que o As é amplamente utilizado 

pela indústria, sendo liberado ao meio ambiente pelos efluentes industriais, 

atividades de mineração, entre outros. Milhões de pessoas no mundo todo 

ingerem água com altas concentrações deste metaloide diariamente, além de 

uma grande quantidade de animais vivendo nessas águas contaminadas pelo 

mesmo. Assim, é de grande importância o conhecimento dos efeitos deste 

composto nas diferentes espécies com o objetivo de aprimorar a legislação e 

adequar políticas púbicas, visando a preservação da vida dos diferentes 

organismos. Nesta perspectiva, neste trabalho foram avaliados os efeitos do As 

para peixe, com experimentos in vitro e in vivo utilizando-se as concentrações 

previstas na legislação brasileira (Resolução CONAMA/ 357). Nela, os limites 

estabelecidos para o As são de 0,14 µg.L-1 para águas onde há cultivo de peixes 

ou pesca e 10  µg.L-1 para água classe II, ou seja, água destinada ao consumo 

humano. Outras concentrações foram escolhidas baseadas em estudos sobre a 

ocorrência de As em corpos de água, realizados no Brasil. 

Baseado neste objetivo, o presente trabalho utilizou dois modelos 

biológicos diferentes para verificar as respostas a exposição ao As. Quando a 

exposição é feita em cultura de células, é possível identificar uma resposta mais 

direta do contaminante, o que facilita o entendimento dos mecanismos de 

toxicidade. Já nas exposições feitas com animais, as respostas podem ser 

diferentes das encontradas in vitro, já que ocorre a interação dos diferentes 

sistemas do indivíduo, demonstrando o que é observado nas populações. Este 

trabalho gerou dois manuscritos (Capítulo II e III) a serem submetidos à 

avaliação e possível publicação em revistas científicas. As discussões referentes 

a cada um dos manuscritos já foram abordadas individualmente, porém este 

capítulo versará sobre a comparação entre as vias de exposição e a 

sensibilidade dos modelos biológicos, além de conclusões gerais da tese 

referentes aos objetivos e hipóteses levantadas no início do trabalho. 

Um dos objetivos era verificar a validade protetiva da legislação brasileira 

em relação ao As para os organismos. Neste contexto, a menor concentração 

testada (0,10 µg.L-1) produziu aumento de danos no DNA na linhagem celular 

ZFL já em 3 h, demonstrando que essa concentração foi genotóxica para ZFL. 
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Considerando a concentração de 10 µg.L-1, a qual é estabelecida como limite 

mundial para o As na água, os efeitos foram mais evidentes. Para P. lineatus, a 

exposição ao As em 96 h levou à diminuição do número de eritrócitos, diminuição 

da hemoglobina corpuscular média, alterou as concentrações plasmáticas de 

Na+ e K+, estimulou as enzimas antioxidantes primárias (CAT, SOD e GPx), 

reduziu a atividade da GST e mostrou ação anticolinesterásica no cérebro. Já 

para a linhagem celular ZFL, essa concentração estimulou o aumento da 

capacidade antioxidante total em 6 h, embora também tenha aumentado os 

danos ao DNA. As maiores concentrações testadas nos dois modelos (1000 

µg.L-1  para P. lineatus e 100 µg.L-1 para linhagem celular ZFL) produziram 

respostas semelhantes às observadas na concentração de 10 µg.L-1 no mesmo 

período de exposição para cada modelo. 

Considerando os resultados apresentados nos dois manuscritos, percebe-

se que a exposição ao As estimulou as defesas antioxidantes nos dois modelos, 

comprovando uma das hipóteses anteriormente levantada, de que o mecanismo 

de toxicidade do As está relacionado à geração de ERO. Nestes experimentos, 

aparentemente o estímulo das vias antioxidantes foi suficiente para neutralizar 

as ERO, impedindo o estresse oxidativo. Vale ressaltar que as concentrações 

testadas são baixas e os períodos de exposição foram bem curtos, em ambos 

os testes, características pouco vistas nos trabalhos anteriores, em que 

geralmente os animais são expostos a concentrações bem maiores e também 

por períodos de tempo maiores. Mesmo assim, importantes respostas foram 

demonstradas, evidenciando que o As aumenta a geração de ERO e é 

genotóxico para a linhagem celular ZFL. 

No mesmo sentido, os resultados apresentados aqui demonstram que a 

concentração permitida na resolução CONAMA/ 357 de 10 µg.L-1 não é segura 

para P. lineatus e para a linhagem celular ZFL, já que importantes alterações 

foram observadas nestes experimentos em curtos períodos de exposição. 

Ainda respondendo as hipóteses, embora a literatura descreva que a 

peroxidação de lipídeos seja um importante biomarcador para os efeitos da 

exposição ao As, neste trabalho não foi observado esta resposta. Para 

exposições agudas a concentrações baixas, a ativação das enzimas 

antioxidantes primárias aparentemente foi suficiente para evitar a ocorrência de 

danos oxidativos. 
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Por fim, este trabalho contribuiu para o conhecimento dos efeitos do As 

para uma espécie neotropical e uma linhagem celular, mostrando a importância 

de estudos com diferentes modelos e abordagens experimentais (in vivo e in 

vitro), evidenciando as diferentes respostas que foram demonstradas aqui 

quando comparada aos dados existentes na literatura. 


