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RESUMO

O arsénio € um metaloide amplamente utilizado em diversos tipos de industrias, na
fabricacdo de agrotdxicos, na mineragdo e fundicdo, além de ser liberado na queima
de combustiveis fosseis. A grande descarga deste composto no ambiente levou a
contaminacgao de corpos de agua por todo o globo, expondo diversas espécies a agua
contaminada. Os efeitos desse metaloide para organismos aquaticos tém sido
avaliados, entretanto ainda sdo poucos os dados para espécies neotropicais. Além
disso, a maioria dos estudos foi realizada com animais expostos ao As por periodos
longos de tempo ou a altas concentragdes. Assim, o0 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
teledsteo Neotropical Prochilodus lineatus (exposicdes in vivo) e a linhagem celular
de hepatdcitos de Danio rerio — ZFL (exposicdes in vitro). Para os experimentos in
vivo, juvenis de P. lineatus foram expostos ao As nas concentra¢gées (em ug L) de
0,1 (As 0,1), 10 (As 10) e 1000 (As 1000) e um grupo foi mantido em agua desclorada
e constituiu o grupo controle (CTR). Decorrido os tempos experimentais (24 e 96 h),
os animais foram anestesiados em benzocaina e o sangue foi retirado pela veia
caudal. Em seguida, os peixes foram mortos por seccdo medular para retirada dos
orgaos (figado, musculo e cérebro). Apos a realizacdo de analises hematoldgicas, o
sangue foi centrifugado e o plasma foi armazenado (-20°C) para analise de ions
plasmaticos. Os érgaos foram armazenados (-70°C) e posteriormente o figado foi
processado para analises de parametros de estresse oxidativo: atividade da
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa S-transferase (GST), conteddo de glutationa (GSH) e lipoperoxidacéo
(LPO). Em cérebro e musculo foi determinada a atividade da acetilcolinesterase
(AChE). Os resultados mais evidentes foram observados apés 96 h, nos grupos As 10
e As 1000, nos quais houve reducdo na concentracdo plasmatica de Na* e aumento
de K*, além de aumento na atividade hepatica da GPx, SOD e CAT. Também ocorreu
inibicdo da AChE no cérebro, no mesmo tempo experimental. Para os experimentos
in vitro, células ZFL foram expostas ao As nas concentracdes (em pg.L?) 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 geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO), a
capacidade antioxidante total (ACAP) e a genotoxicidade (teste do cometa). Os
resultados mais relevantes foram nos grupos As 10 e As 100 apos 6 h, nos quais
houve diminuicdo da geracdo de ERO e aumento da ACAP. Com relagdo a
genotoxicidade, o As promoveu aumento nos danos no DNA nas células ZFL em todos
0s tempos de exposi¢ao. Assim, tanto P. lineatus como a linhagem celular ZFL foram
sensiveis ao As, demonstrando importantes alteragdes mesmo ap0s exposi¢cao por
curto periodo de tempo e a baixas concentragdes 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 ug L) 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 pg.L™?) 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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Capitulo 1

1 INTRODUCAO GERAL

1.1  CONTAMINACAO PELO ARSENIO

A presenca de altas concentragdes de metais e metaloides no ambiente
constitui um problema global devido a dimensédo dos lancamentos de origem
antropica e 0 seu continuo aumento nos ecossistemas, atribuido em grande
parte a industrializacdo e ao desenvolvimento urbano (Beveridge et al., 1997). A
acdo quimica dos metais tem despertado grande interesse ambiental,
principalmente pelo fato de ndo possuirem carater de biodegradabilidade. Isso
faz com que permanecam em ciclos biogeoquimicos, sendo o das aguas naturais
0 seu principal meio de conducédo, podendo haver acumulacao na biota aquética

em niveis significativamente elevados.

O arsénio (As) é um elemento que possui diversas formas quimicas
com propriedades metalicas e ndo metalicas que o definem como metaloide, e 0
caracterizam como um elemento quimico mais complexo, sendo o 20° elemento
mais abundante da natureza, o 14° no ambiente marinho e o 12° no corpo
humano (Mandal and Suzuki, 2002). O As pode estar presente no meio ambiente
por fontes naturais ou antrépicas. A origem natural do As ocorre principalmente
através da formacdo de minerais, como oOxidos, arsenetos, arsenatos, sulfetos e
sulfossais, sendo que a arsenopirita € 0 mineral mais comum das
mineralizacdes. A liberacdo do As a partir de rochas minerais se da pela
oxidacédo da arsenopirita por Oz e Fe®*. Este semimetal fica retido nas rochas
através da adsorcdo em oOxidos de ferro e argilominerais, e s&do entéo
disponibilizados pelo intemperismo (Gray et al., 1999; Figueiredo, 2000; Smedley
e Kinniburgh, 2002). Regibes com formag¢bes geoldgicas com essas
composic¢des estdo mais propensas a apresentarem maiores concentracoes de
As nos solos e sedimentos (Liao et al., 2011). Assim, o intemperismo das rochas
e solos, a deposicdo atmosférica e fendbmenos geotermais e vulcanicos, sado
responsaveis pela entrada natural de As ao meio ambiente. Entretanto, a maior
fonte de descarga deste metaloide € por acdo antropica, ja que o0 mesmo é
vastamente utilizado na industria microeletronica, curtumes e outros, além de ser

utilizado na fabricacdo de agrotoxicos, também na mineracao e fundigédo, além

10



Capitulo 1

de ser liberado na queima de combustiveis fésseis, na conservacdo da madeira,
na fabricacdo de papel e na producéo de ferro e aco (Ng et al., 2003; Gontijo e
Bittencourt, 2005). A contaminacdo por As é um problema global, jA que o
mesmo esta amplamente distribuido pelos solos e corpos de agua em todo o
mundo (Sun et al., 2019). Como exemplos, pode-se citar os lencois freéticos em
Bangladesh, india, aquiferos no Paquistdo, Vietnd, China, Estados Unidos,
Canada, México, Nicaragua e até mesmo na América do Sul, como nos lencois
fredticos na Argentina, Bolivia, 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 regides de Mariana, Ouro Preto, Nova
Lima e Santa Béarbara, no estado de Minas Gerais, apresentam altas
concentragdes de As na 4gua e no solo, devido a extensiva exploracéo mineral.
Estima-se que que entre 390 e 3.900 t de As ja foram introduzidas no ambiente
nessa regido, onde foram detectadas concentracdes de 2 a 2980 ug.L* de As
em corpos de agua e 150 a 390 mg.Kg* de As no solo (Bundschus et al., 2012).
Em novembro de 2015, o rompimento da barragem de Fundao de propriedade
da Samarco S.A., em Mariana (MG), foi um dos maiores desastres de mineracao
do mundo (Cordeiro et al., 2019). Estima-se que 43-60 milhdes de m? de residuos
da mineragéo atingiram a bacia do rio Doce, contaminando mais de 650 km de
rios até o Oceano Atlantico (Andrade et al., 2018). Analises no sedimento de
lagoas préximas ao rio Doce em 2020, mostraram concentracdes de até 78
1g.Kg* de As, sendo que o limite estabelecido pela resolucdo CONAMA é de 15
ug.Kg! (RRDM, 2020).

No Brasil, além da atividade de mineragdo, outra importante fonte de
descarga de As sdo 0s agrotoxicos, considerando que desde 2008 o Brasil é o
maior consumidor de agrotéxicos do mundo (Albuquerque et al., 2016). Assim, a
liberacdo de substancias contidas nas formulagdes destes produtos no solo e
nos corpos de agua é de grande preocupacéo. Neste sentido, sabe-se que 0 As
é utilizado na fabricacdo dos chamados agrotoxicos arsenicais. Estes compostos
possuem em sua formulacdo o metano arseniato acido monossoédico (MSMA), o

qual é um tipo de arsénio organico pentavalente. Esta substancia esta presente
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Capitulo 1

principalmente em herbicidas utilizados em culturas de algod&o, cana de agucar

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

Estudos demonstram que grandes quantidades de As j& foi detectada em
peixes, leite de vaca, grdos e vegetais, incluindo batata, cebola, beterraba,
abobora, rabanete, repolho e feijao na Bolivia, Brasil, Chile, Equador, El
Salvador, Honduras, México, Nicaragua 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 concentracdes
recomendadas pela OMS e pela diretriz atual definida pelo Brasil (Lavanchy
Dougnac, 1999; Macedo, 2010). De acordo com a Agéncia de Registro de
Substéncias Téxicas e Doencas (ATSDR, 2017), o As é classificado em primeiro
lugar na lista de substancias perigosas a saude humana. Segundo a
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2018) a contaminacao por As nas aguas
subterrdneas € generalizada e estima-se que pelo menos 140 milhdes de
pessoas em 50 paises bebam agua com As em concentracdo superior a 10 pg.L-
1, a qual corresponde a concentragdo limite para agua de consumo humano
segundo o mesmo 6rgdo, a mesma concentracdo permitida pela legislacéo

brasileira para corpos de agua doce na resolucdo CONAMA 357/2005.

1.2 METABOLISMO DO AS

Na agua, o As encontra-se disponivel nas formas inorganicas e organicas. O
As inorganico é encontrado em quatro estados de oxidacado como arsenito (+ I11),
arsenato (+ V), arsino (-1ll) e arsénio (0), sendo o arsenito e 0 arsenato 0s mais
comuns. As espécies inorganicas tendem a ser mais toxicas para 0s organismos,
incluindo humanos, outros animais e plantas (Goessler e Kuehnett, 2002;
Meharg e Hartley-Whitaker, 2002), sendo que arsenito existente na agua traz
mais preocupacgdes devido a sua maior toxicidade e dificuldade de remocé&o
(Singh et al., 2015; Fan et al.,, 2016). A toxicidade do arsénio trivalente é
relacionada com a alta afinidade com grupos sulfidrilas de biomoléculas como a
glutationa (GSH) e também com grupamentos cisteina de muitas enzimas
(Aposhian e Aposhian, 2006). A ligacdo do As Il 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 € o acido lipoico, cuja ligacdo com o arsénio
provoca disturbios metabdlicos, ja que varias enzimas oxidativas que necessitam
desta coenzima séo inibidas, tais como o complexo da piruvato desidrogenase e
da alfa-cetoglutarato desidrogenase (Ramanathan et al., 2003). J4 o arsenato,
devido as suas propriedades bioquimicas serem semelhantes ao fosfato, pode
substitui-lo nas reacdes de fosforilacdo de transferéncia de energia, resultando
no comprometimento da sintese de ATP (Fattorini e Regoli, 2004). Uma das
reacOes afetadas € catalisada pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase que,
ao interagir com o arsénio, origina um arseniato labil que bloqueia a sintese de
ATP, fenbmeno denominado de arsendlise. O arsenato atua também na
respiragao celular alterando o metabolismo de NAD e NADH. Com a redugéo
dos niveis de NADH, ocorre um déficit na producéo celular de ATP e um aumento
na producdo de peroxido de hidrogénio, que pode causar estresse oxidativo e

producado de espécies reativas de oxigénio (Klaassen, 2001).

Outra diferenca entra as duas formas é que o arsenito pode entrar na célula
por difusdo e através do envolvimento de outros sistemas de transporte como as
aguaporinas. Ja a entrada do arsenato nas células esta ligada a transportadores
de fosfato (Thomas, 2007). As formas metiladas, como 0 monometilarsonato
(MMA) e dimetilarsinato (DMA), sédo consideradas moderadamente toxicas. Em
comparacao, o arsenito € sessenta vezes mais toxico que o arsenato e setenta

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

Na agua potavel, As &€ normalmente encontrado como As V (arsenato), mas
apOs consumo por humanos e outros organismos, o metaloide sofre rapidamente
uma conversdo metabodlica conhecida como biotransformacgéo (Sakurai et al.,
2005). A biotransformacao de As (Figura 1) € um processo no qual primeiro o
arsenato € convertido em arsenito e depois transformado em mono-, di-, e
produtos trimetilados (Thomas et al., 2004). A reducdo do As V para o As llI
envolve um processo de metilagdo, no qual alguns autores sugerem que 0O
antioxidante glutationa (GSH) desempenhe um papel importante na
biotransformacao do arsénio como um agente redutor (Kobayashi et al., 2005).

Isso porque este processo de reducdo leva a formagéo de arsenotriglutationa
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(Aslll (GS)3), um complexo ao qual As Il esta ligado as porcdes tiol dos residuos

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

SAM SAH
OoH OSH GssG op Afassvr OH GSH Gssg OH €% GsE esse CH,

I\. lm . A!s'ﬂ O'M‘-—':Hs AIS"
o=4s"- o mmmmpHO - AL oy o=As—cy, mmmmmp “ - U I ) CH;
' Arsenate hGSTOL GIrH L o :

o ! CH
reductase OH MMAY

reductase

SAM

Figura 1. A via de metabolismo do arsénio inorganico mostrando reducéo de arsenato
(As V) para arsenito (As "") e metilacdo em formas pentavalentes e trivalentes (enzima
metiltransferase (AS3MT), acido metilarsénico (MMAY e MMA™"), &cido dimetilarsinico

(DMAY e DMA"). Fonte: Faita e colaboradores, 2013.
1.3 TOXICIDADE DO AS

O alto potencial de toxicidade do arsénio para os seres humanos € bem
conhecido devido a facilidade com que estes compostos sao absorvidos, seja
por via oral ou por inalagdo. A dose letal média do arsénio para humanos é de
0,07 g.kg* (Dani et al, 2008). Quando o As é introduzido no organismo, seja ele
organico ou inorganico, é rapidamente convertido a espécies altamente toxicas
gue reagem com 0s grupos sulfidrilas das proteinas, inibindo e bloqueando os
processos celulares. O As exerce agoes inibitérias em enzimas contendo grupos
SH, podendo inibir a sintese de ATP e afetar o metabolismo energético, glicidico
e lipidico (Dani, 2008). A intoxicacdo por As pode resultar em efeitos agudos ou
cronicos, resultando em diferentes patologias (Borba et al., 2000). O As é
considerado um elemento reconhecidamente carcinogénico para humanos, de
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer — IARC, um
orgdo especializado da Organizacdo Mundial da Saude (Shibata et al., 1992;
Aphosian, 1997). A exposi¢do a longo prazo a este metaloide pode levar a varias

doencas cardiovasculares e neurologicas, diabetes e doencas respiratorias nao
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malignas, além de risco aumentado de cancer de pele, bexiga, pulméo e rim
(IARC, 2004). Nas ultimas décadas, compostos arsenicais tém sido utilizados na
medicina como medicamentos e o trioxido de arsénico, bem como outras drogas
arsenicais, ttm demonstrado eficacia no tratamento de leucemia promielocitica
e outros tumores soélidos (Andrew et al., 2004; Dilda et al., 2007).

Em ratos, o As pode causar efeitos no desenvolvimento embrionario,
incluindo a diminuicéo do peso e alteracdes no desenvolvimento do cérebro fetal
e comportamento pos- 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 vasculogénese placentaria, aumentar a taxa de abortos espontaneos (Andrew
et al. 2006, HE et al. 2007), causar modificac6es epigenéticas (Xie et al. 2007) e
induzir defeitos do tubo neural (Hill et al. 2008).

Para animais aquaticos, estudos demonstram que a exposi¢cdo ao As
aumenta a citotoxicidade em linhagens de células de peixes expostas a arsenito
de sodio (Wang et al., 2004; Seok et al., 2007). Estresse oxidativo e diminuicdo
da atividade das enzimas antioxidantes foram observados no poliqueta
Laoenereis acuta e no peixe Clarias batrachus, apds exposicdo ao As203
(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 branquias de Danio rerio
(Cyprinidae) expostos ao arsenato por dois dias. Por outro lado, reducéo das
defesas antioxidantes e ocorréncia 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, aléem de alteracbes no sistema antioxidante
em diferentes tecidos de carpa comum (Cyprinus carpio) ap0s exposicédo a

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

1.4  GERACAO DE ERO E ESTRESSE OXIDATIVO

A base bioguimica da toxicidade do arsénio tem sido investigada em varios
sistemas modelo. Acredita-se que a toxicidade do arsénio pode ser exercida
através excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), ou seja,

radicais superoxido, hidroxil e peroxil, e peroxido de hidrogénio (Hughes, 2002).
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As ERO podem ser geradas em varios locais nas células (nas mitocondrias,
reticulo endoplasmatico, lisossomos, membranas celulares, peroxissomos e
citosol), durante processos metabdlicos normais, na sequéncia de processos de
transporte de elétrons e da atividade catalitica de algumas enzimas, autoxidacao
de compostos solaveis no citosol, bem como por exposicdo a radiacbes e
metabolizacdo de xenobidticos. Em condicbes normais, as ERO desempenham
um papel importante na regulacdo dos processos celulares, incluindo a
manutencao do potencial redox e a transmissao de sinais celulares (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Elas também sdo usadas para combater invasées do corpo
por microorganismos (Lushchak, 2011; Regoli e Giuliani, 2014). No entanto, o
aumento de ERO pode levar a prejuizos nos seres vivos como a oxidac¢ao dos
aminoacidos e de grupos sulfidrilas de proteinas, que levam a mudancas na sua
conformacéo e funcéo. Outro efeito das ERO é a oxidacdo de acidos graxos,
sendo as membranas particularmente susceptiveis a esta degradacéo (Storey,
1996; Valavanidis et al., 2006). As organelas, em especial as mitocéndrias,
também sofrem danos e disfun¢des provocados pelos altos niveis de ERO,
causando a deplecdo da energia metabdlica e consequente diminuicdo do
consumo de oxigénio pelos seres vivos (Lee et al., 2012). Isso porque 0 As é um
potente inibidor da piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase.
Tais efeitos inibem o ciclo do acido citrico, prejudicando a formacdo das
coenzimas de reducdo NADH e NADPH, ocasionando reducéo de producao de
ATP e reducéo no consumo de oxigénio (Ramanathan et al, 2003; Tseng, 2004).
Outras formas de arsénio como as espécies inorganicas podem atuar afetando
a NADH desidrogenase e o citocromo C. A diminuicdo na atividade destas
enzimas resultaria na inibi¢ao do fluxo de elétrons do NADH/NADPH ao oxigénio,
com isso poderia aumentar a produ¢cao de ERO e diminuir o consumo de
oxigénio. Tais efeitos a longo prazo resultariam na reducdo da capacidade de
sintese de ATP que, dentre outras consequéncias, pode prejudicar a sintese de
glutationa, favorecendo um cenario de estresse oxidativo (Ventura-Lima et al.,
2011).

O potencial das ERO em danificar tecidos corresponde ao dano oxidativo e 0
termo estresse oxidativo se refere a situagdo em que a célula esta exposta a
niveis excessivos de ERO, superiores a capacidade antioxidante da célula

(Valavanidis et al., 2006), seja pela deplecéo de antioxidantes celulares ou pela
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superproducdo de ERO, podendo levar ao estresse oxidativo. Dentre as
consequéncias deste quadro, destaca-se o aumento da hidroperoxidacdo de
lipideos (Hong et al., 2018; Zhang et al., 2019). Este dano a estrutura lipidica da
membrana plasmatica pode gerar consequéncias 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, proteinas e lipidios (Bau et al. 2002, Shi et al., 2004).

Com relacdo ao DNA, foi demonstrado que o As néo reage diretamente com
o DNA (Rossman, 2003) e que o mesmo é considerado um fraco agente
mutagénico, pois de fato ndo causa mutacGes pontuais caracteristicas de
qualquer mutagénico classico (Pierce et al., 2002). Uma série de observacoes
experimentais sugere que a genotoxicidade do As esta principalmente ligada a
geracdo de ERO durante sua biotransformacéo (Kessel et al., 2002; Nesnow et
al., 2002; Jomova et al., 2011). A producdo de ERO é capaz de gerar adutos no
DNA, quebras de fita de DNA, ligacdes cruzadas e aberracfes cromossoémicas.
Assim, o mecanismo de dano genético induzido pelo As é oxidativo, sendo que
um dos principais efeitos deste dano ao DNA é a modificacdo de bases do DNA
(Faita et al., 2013).

Além disso, a geracdo de ERO induzida por As tem sido relacionada com a
alteracdo das vias de sinalizacao dentro das células e regulacéo dos fatores de
transcricdo, que sao dois mecanismos que desempenham um papel crucial na

carcinogénese (Tapio e Grosche, 2006).

1.5 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Para combater as ERO e evitar seu acumulo e efeitos as células contam com
um sistema de defesa antioxidante que pode ser enzimatico (Figura 2) ou nao
enzimatico. Para peixes, o tripeptideo glutationa (GSH) é o principal antioxidante
nao enzimatico utilizado para controlar os niveis de ERO, seja pela interacéo
direta com elas ou servindo de cofator para as enzimas de metabolizacdo das
mesmas (Lushchak, 2016). Assim, a GSH e as enzimas dependentes dela
formam um sistema que mantém um ambiente intracelular de reducao atuando
como a principal defesa contra a geracao excessiva de ERO (Ventura Lima et

al., 2011). Especificamente em relacdo ao As, a glutationa tem mostrado servir
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como um doador de elétrons para a reducdo do arsenato a arsenito no
organismo, tornando possivel a metilacdo, que ocorre preferencialmente pelo
substrato reduzido (Aslll) (Sakurai et al., 2005), além de ser o substrato para
monometilarsonato redutase (MMAV), enzima que catalisa a primeira etapa na
metilagdo do arsénio inorganico (Aposhian et al., 2004). A glutationa parece
desempenhar um papel importante protegendo as células, hipotese apoiada por
estudos que mostram que a resisténcia a toxicidade do arsénio em células de
mamiferos esta correlacionado com maiores niveis 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 arsénio inorganico de se ligar ao grupo tiol de
proteinas e tidis celulares ndo proteicos, como a GSH (Chouchane e Snow,
2001), também foi atribuido ao mecanismo toxico do metaldide a alteragdo na
atividade de enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Shi et al., 2004;
Wang et al., 1996).

A glutationa redutase (GR) € a enzima responsavel pela regeneracdo da GSH
a partir da forma oxidada (GSSG), utilizando NADPH. Estudos demonstram que
metabdlitos metilados oriundos do metabolismo do arsénio inorganico podem ser
um potente inibidor da GR (Styblo et al., 2001). Esta hip6tese também é
sustentada por Bhattacharya e Bhattacharya (2007), considerando peixes
expostos a baixas concentracfes de As. Ja Schuliga e colaboradores (2002)
mostraram que em estudos in vitro, as exposi¢coes agudas a concentragdes
subcitotoxicas de As levaram a um aumento da atividade da GR.

A SOD é uma metaloenzima pertencente a classe das oxirredutases,
responsavel por catalisar a reacdo entre o anion superéxido (O2) e a agua,
formando peréxido de hidrogénio. A sensibilidade da SOD a metais é
reconhecida, o que possibilita o seu uso como biomarcador em varios
organismos que apresentam alteracbes em suas atividades enzimaticas
(Vutukuru et al., 2006), sendo que essas alteracdes podem ser muito variadas
frente a exposicdo a diferentes metais. A CAT também é uma oxirredutase
responsavel pela conversao do peréxido de hidrogénio (H202) em agua e
oxigénio, principalmente nos peroxissomos. A GPx € uma outra importante

peroxidase encontrada na via antioxidante, catalisando a decomposicao de
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varios hidroperoxidos organicos, inclusive o peroxido de hidrogénio, utilizando o
tripeptideo glutationa (GSH) como substrato. O aumento na atividade da SOD e
na GPx tem sido associada a exposicao ao As (Liu et al., 2001, Shi et al., 2004)
e Bhattacharya e Bhattacharya (2007) afirmam que os efeitos oxidativos do As
sdo mediados pelo H202, sendo que altas concentragbes deste composto

poderiam inibir a acdo da CAT.

Fe(lll) + OH +*0H ——— Oxidative Damage

A Detoxification of

_ many substances
Fe(ll) | (Fenton Reaction)

CAT GST

/—> H,0 + O,

202
A 2 GSH NADPH
Generation SOD GPX l GR G6PDH
+
- GSSG NADP

\ 0; H,0
0,+ NO +

Fe(ll) | (Haber-Weiss reaction)

ONOO" -
Oy+ OH + OH = Oxidative Damage

Figura 2. Defesas antioxidantes enzimaticas responsaveis pela protecéo celular contra espécies
reativas de oxigénio. As abreviacbes SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH representam as
enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase, glutationa redutase,
glutationa peroxidase e glicose -6- fosfato desidrogenase, respectivamente. Fonte: Hermes Lima,
2004.

1.6 MODELOS BIOLOGICOS

1.6.1 Prochilodus lineatus

Os peixes tém sido utilizados em ensaios de avaliacdo do impacto ambiental

de produtos quimicos diversos, para avaliacdes de efluentes e monitoramento
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da qualidade de aguas superficiais (Garcia-Cambero et al. 2012; Galus et al.
2013). O género Prochilodus possui 13 espécies descritas até o momento e
destaca- se por sua ampla distribuicdo na regido Neotropical (Reis et al., 2003).

A espécie P. lineatus (Valenciennes, 1836) (Figura 3), conhecida
popularmente como curimbata, encontra-se amplamente distribuida em toda a
bacia dos rios Parana-Paraguai e no Rio Paraiba do Sul (na costa sudeste do
Brasil) (Castro, 1990). Esta espécie é abundante na regido do Alto rio Parana e
segundo Shibata et al. (2007) é a terceira espécie de maior ocorréncia na bacia
hidrogréfica do rio Tibagi. Os individuos da familia 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 ecolégico (Botta et al.,
2010; Costa Filho e Gaya, 2012) e tem grande importancia econdmica,
destacando-se como fonte de renda e proteina para a populacdo humana
(Agostinho e Gomes, 2005). Outra caracteristica importante de P. lineatus é sua
sensibilidade a xenobidticos avaliada em testes ecotoxicol6gicos com poluentes
de naturezas diversas e as caracteristicas alimentares desta espécie, ja que se
alimentam preferencialmente de sedimentos, o que o torna vulneravel a
contaminantes presentes tanto na agua quanto no sedimento. Diversos trabalhos
realizados em nosso laboratdrio jA demonstraram a sensibilidade desta espécie
a diversos metais, como chumbo Ribeiro et al., 2014), cobre ( Simonato et al.,
2016), aluminio (Camargo et al., 2009), niquel (Palermo et al., 2015) e cadmio
(Silva e Martinez, 2014) e compostos organicos, 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 petréleo, 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, h4 uma necessidade de modelos de células para
monitoramento e estudos funcionais como alternativas para estudos de
exposicado in vivo em toxicologia (Eide et al., 2014). O uso de modelos
alternativos in vitro para testes de toxicidade e avaliagdo de mecanismos de acao
de contaminantes tem crescido nos ultimos anos e diversas culturas de células
hepéticas foram estabelecidas para aplicacdes de testes de toxicidade de
compostos, visto que o 6rgao alvo principal para a maioria das toxinas é o figado
(Huang e Huang, 2012). A linhagem celular Zebrafish-Liver (ZF-L) (Figura 4) é
derivada de hepatécitos do peixe Danio rerio. Sdo células aderentes que
possuem morfologia tipica de epitélio, apresentando as propriedades
caracteristicas das células parenquimatosas do figado mesmo apo6s 100
geracbes em cultura, sendo um 6timo modelo in vitro para estudos de
metabolismo hepatico e formacéao de metabdlitos de xenobidticos (Ghosh et al.,
1994), além de possuir seu genoma sequenciado (Lele e Krone, 1996). E
importante ressaltar que o0 alto ndmero de genes semelhantes aos
correspondentes para 0 genoma humano torna o peixe-zebra um modelo de
vertebrado util também na biomedicina humana (Alestrom et al., 2006).
Atualmente, muitos estudos toxicologicos envolvendo células ZFL tém sido
realizados e o0 uso dessas células esta 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 auxilio de microscopio invertido.
Fonte: Wang e colaboradores, 2004.

1.7 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo da agua por arsénio em todo o mundo é generalizada e por
isso seus efeitos em organismos aqudticos tém sido avaliados pela
ecotoxicologia. No entanto, a toxicidade deste composto pode depender da
espécie estudada e das caracteristicas quimicas da agua. Contudo, a grande
maioria dos estudos que avaliam os efeitos do arsénio em peixes esta restrita a
ambientes temperados. As caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos
ecossistemas aquaticos da regido Neotropical diferem dos ambientes
temperados, assim como a ictiofauna. A regido Neotropical € um hotspot de
diversidade no que diz respeito aos peixes de agua doce. Assim, avaliar os
efeitos do As em P. lineatus, por meio de multiplos biomarcadores, deve ajudar
a elencar modelos biolégicos mais sensiveis para 0 biomonitoramento dos
ecossistemas aquaticos neotropicais.

Adicionalmente, visando avaliar respostas em um ambiente mais controlado,
foram feitos também exposicdbes com cultura de células ZFL. Os testes
ecotoxicolégicos com culturas de células tem se tornado cada vez mais
frequentes por apresentarem diversas vantagens, ja que limitam o numero de
variaveis experimentais, fornecem dados significativos mais facilmente, o
periodo de teste € mais curto, sdo financeiramente mais acessiveis, produzem
menos residuos, além de evitar a morte de dezenas de animais.

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

baseadas na legislacdo brasileira. Assim, para verificar a seguranca das
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concentracdes previstas na legislacédo brasileira para essas espécies, esta tese
busca compreender melhor os principais mecanismos de toxicidade do As para

peixes e relacdes causa e efeito nestas espécies.

1.8 HIPOTESES

1. Aexposicao ao As causara alteracdes nos biomarcadores apenas quando
0s peixes forem expostos a concentracbes de As maiores do que 0s
limites estabelecidos na Resolu¢cdo CONAMA 357/2005.

2. Alguns biomarcadores serdo mais representativos dos efeitos do As para
uma espécie de peixe Neotropical.

3. O mecanismo de toxicidade do As esta relacionado a um desequilibrio

redox que resulta em um aumento pro-oxidante (geragdo de ERO).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos e mecanismos de toxicidade do arsénio utilizando-se
diversos biomarcadores e dois modelos experimentais: juvenis de
Prochilodus lineatus (exposic¢des in vivo) e a linhagem celular de hepatdcitos

de Danio rerio — ZF-L (exposi¢des in vitro).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

e Biomarcadores bioquimicos, associados ao estresse oxidativo
(antioxidantes e danos oxidativos) e neurotoxicidade (atividade da
acetilcolinesterase)

e Biomarcadores fisioldgicos (ions plasméaticos e hematologia)

Avaliar os efeitos citotoxicos e genotoxicos do arsénio para a linhagem
celular de hepatécitos de Danio rerio (ZF-L) por meio da avaliacao de:

e Geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

e Capacidade antioxidante total destas células

e Ocorréncia de danos no DNA (teste do cometa)
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RESUMO

O arsénio (As) € um metaloide que pode ser encontrado nos corpos de agua do
mundo todo, principalmente como resultado do despejo de efluentes industriais,
agricolas e ainda de residuos de atividade de mineracao. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resposta de biomarcadores hematoldgicos, neurotéxicos e
de estresse oxidativo no peixe neotropical Prochilodus lineatus apds exposicao
ao As. Peixes jovens foram expostos ao As nas concentracdes (em pg.L?) de
0,1 (As 0,1), 10 (As 10) e 1000 (As 1000) ou somente a agua (CTR) por 24 e 96
h. Apés as exposicdes, os peixes foram mortos e sangue, figado, cérebro e
musculo foram retirados para as analises. Apos 96 h, observou-se reducédo no
namero de eritrocitos nos peixes do grupo As 1000 e diminuicdo de Na*e
aumento de K* nos grupos As 10 e As 1000. No figado foi analisada a atividade
da superdoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S- transferase
(GST), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), além da
concentracdo de glutationa (GSH) e lipoperoxidacao (LPO). A atividade da SOD
foi estimulada em todos os grupos experimentais, em ambos 0s periodos de
exposicdo. Apos 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 ap6s 96 h em todos 0s grupos experimentais
analisados, assim como a glutationa redutase (GR), em 24 e 96 h. O contetdo
de glutationa (GSH) nao se alterou e também nao foi observado lipoperoxidacao.
A atividade cerebral da acetilcolinesterase foi reduzida no grupo As 1000 apds
96 h. Estes resultados mostram que a exposi¢do aguda ao As causou hemdlise,
alterou a captacdo de Na*, interferiu nas defesas antioxidantes do animal e foi

neurotoxica para P. lineatus.

Palavras-chave: acetilcolinesterase, antioxidantes, hematologia, ions

plasmaticos, lipoperoxidacao, metaloide.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, desastres ambientais relacionados as atividades de mineragéo
tornaram-se assunto de importancia nacional devido a ocorréncias 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 mineragdo do mundo e o maior do Brasil (Cordeiro
et al., 2019), causando enormes prejuizos ambientais e socioecondmicos
(D’Agostino, 2015). As atividades de mineragdo podem produzir grandes
guantidades de rejeitos ricos em metais, sendo que estes compostos ndo sao
degradados em processos naturais e, portanto, acumulam-se nos sedimentos e
organismos, representando ameacas a todo ecossistema (Malvandi, 2017),
resultando em efeitos subletais e até mesmo na morte dos organismos (Yi e
Zhang, 2012). Nas Ultimas décadas, a contaminacdo por metais tem sido
estudada em varios ambientes ao redor do mundo, e 0s ecossistemas aquaticos
tornaram-se de grande interesse devido ao aumento de contaminantes oriundos
de atividades antropogénicas, como agricultura e industria (Avigliano et al., 2019;
Avigliano e Schenone, 2015). O arsénio (As) é um metaloide que pode ser
descarregado naturalmente no meio aquatico por atividade vulcanica ou pelo
intemperismo de rochas, além de atividades antropogénicas como mineracéo,
agricultura e efluentes industriais (Oremland e Stolz, 2003; Ratnaike, 2003). O
As estd amplamente distribuido pelos solos e corpos de agua em todo o mundo
(Flora et al., 2005). Como exemplos, pode-se citar os lengois freaticos em
Bangladesh, india, aquiferos no Paquistdo, Vietnd e China e até mesmo na
América do Sul, como nos lencdis freaticos na Argentina, além da costa
brasileira, sendo que a lista de paises aumenta a cada ano (Anawar et al., 2002,
Avigliano et al., 2019).

O As é considerado perigoso para a saude humana de acordo com a
Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Doengas (ATSDR, 2002).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2018) a contaminacao por As
nas aguas subterraneas é generalizada e estima-se que pelo menos 140 milhdes
de pessoas em 50 paises bebam agua com As em concentracdo superior a 10

ug.Lt, a qual corresponde a concentracéo limite para agua de consumo humano
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segundo o0 mesmo 6rgdo. No Brasil, a resolucdo CONAMA 357 (2005) também
estabelece o valor de 10 pg.L* de As total como limite em agua doce e a
concentracdo de 0,14 ug.L? para locais onde haja pesca ou cultivo de peixes
(ambos classe 1). Apesar disso, foi encontrada significativa contaminacao
ambiental por arsénio em Minas Gerais, na regido de Nova Lima, Ouro Preto,
Mariana e areas circunvizinhas, resultante de extensiva exploracdo mineral.
Nessa regido, estima-se que entre 390 e 3.900 t de As foram introduzidas no
ambiente. Concentragdes de 260 a 1.710 ug.L foram encontradas nas aguas
do Rio das Velhas, também em Minas Gerais, de até 7.000 ug.L-' em outros
aquiferos (Bundschus et al., 2012).

Na agua, as formas inorganicas do As como arsenito (As®*) ou arsenato
(As®") sdo mais téxicas, sendo que geralmente o arsenato tende a ocorrer em
regides na coluna dagua mais préxima a superficie, enquanto que o arsenito
normalmente se encontra em regides mais profundas, proximas ao sedimento
(Bhattacharya et al., 2007). Ja as formas metiladas, como monometilarsonato
(MMA) e dimetilarsinato (DMA) sdo consideradas moderadamente toxicas para
humanos e animais, incluindo peixes (Fattorini et al., 2004).

O As, no organismo humano, € rapidamente convertido a espécies
altamente téxicas que reagem com os grupos sulfidrilas das proteinas, inibindo
e blogueando os processos celulares. O As exerce acdes inibitérias em enzimas
contendo grupos SH, podendo inibir a sintese de ATP e afetar o metabolismo
energeético, glicidico e lipidico (Dani, 2008). Estudos demonstram que os efeitos
da ingestdo de As estdo relacionados a neurotoxicidade (Schofield, 2017),
imunotoxicidade (Dangleben et al., 2013), problemas cardiovasculares (Pace et
al., 2017) e varios tipos de canceres (Hong et al., 2014; Nachman et al., 2017).
Ferreira e Leite (2015) afirmam que entre as substancias carcinogénicas
encontradas em agua e solos proximos a antigas minas, o As € o segundo mais
abundante.

A literatura sobre os efeitos do As para peixes ainda € escassa,
especialmente quando se trata de espécies neotropicais, que sado especialmente
suscetiveis a este contaminante, ja que a toxicidade do As € maior em aguas
com temperatura mais elevada (von Sperling, 2002). Alguns trabalhos ja
mostraram que a exposicdo ao As promove reducao das defesas antioxidantes

e ocorréncia 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 o0 As
tende a se acumular nos tecidos, levando a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que podem alterar o crescimento, a reproducdo, a regulacdo
ibnica, a expressao génica, o sistema imunoldgico, a atividade de enzimas e
provocar alteracdes histologicas (Pedlar et al., 2002; Datta et al., 2009).
Considerando ainda que peixes fazem parte da alimentacao cotidiana de milhdes
de pessoas no mundo, a ingestao de peixes com As acumulado em seus tecidos
podem provocar consequéncias ainda piores (Jayaprakash et al., 2015; Stassen
et al., 2012).

O curimba, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), € uma espécie
neotropical de agua doce, pertencente a ordem Characiformes, familia
Prochilodontidae. Esta espécie € abundante e importante na regido Sul e
Sudeste do Brasil, sendo bastante utilizada na alimentacdo humana (Martinez e
Souza, 2002). Estes peixes apresentam grande importancia para estudos
ecotoxicolégicos, pois tém se mostrado sensiveis 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 detritivora, estes peixes mostram-
se especialmente adequados para estudos de toxicidade do As, pois este
composto tem a tendéncia 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
ja apresentados com outras espécies foram feitos com periodos longos de
exposicdo, o objetivo desse trabalho foi avaliar as alterac6es hematoldgicas e
bioguimicas de P. lineatus apds exposicdo aguda ao As, a concentracdes
estabelecidas na legislacdo brasileira e ambientalmente relevantes, com a
finalidade de verificar se essas concentracfes sao seguras a manutencéo da

vida dessa espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

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 regido, foram
aclimatados durante sete dias em tanques de 300 L contendo agua limpa,
desclorada e com aeracao constante, sob fotoperiodo de 12:12 h claro/escuro.
Durante esse periodo foi fornecida racdo comercial (Guabi®, 36 % conteudo
proteico) a cada 48 h, interrompendo-se a alimentacédo 24 h antes dos testes,
bem como durante os mesmos. Os parametros fisicos e quimicos da agua foram
monitorados durante todo o experimento (aclimatacéo e exposicéo: temperatura
= 23,08 + 0,071 °C; pH = 8,01 + 0,023; O.D. = 6,96 + 0,028 mg O2.L%;
condutividade = 0,098 + 0,004 mS.cm™).

Ap0s a aclimatacgéo, os peixes foram randomicamente divididos em quatro
grupos (n = 8 peixes/grupo) e mantidos em aquarios de vidro individuais
contendo 40 L de 4gua desclorada. Um grupo foi exposto somente a agua (CTR)
e 0s outros trés grupos foram expostos a agua com diferentes concentracées
nominais de As: 0,1 (As 0,1), 10 (As 10) e 1000 (As 1000) pg.L* por 24 e 96 h.
Para cada tempo experimental foram realizados experimentos independentes
com 0s guatros grupos experimentais correndo simultaneamente. No tempo de
96 horas houve renovacdo parcial da agua (80%) a cada 48 h. Os meios
experimentais contendo As foram preparados a partir de uma solucdo mée de
arsenito de sédio (NaAsO2 marca Neon) com concentracdo de 100 mg.Lt. As
concentragcbes testadas foram baseadas na legislacdo vigente (resolucéo
CONAMA 357/2005), a qual estabelece como limite madximo de As para agua
doce onde haja pesca ou cultivo de peixes a concentracédo de 0,14 ug.L* e para
agua doce a concentracdo de 10 pg.Lt. A maior concentracéo foi estabelecida
baseada em estudos que encontraram concentracdes semelhantes em corpos
de agua no Brasil (Bundschuh et al., 2012, Rocha e Azevedo, 2015).

Apds a exposicao, os peixes foram anestesiados em benzocaina (0,1 g.L-
1) para a retirada de sangue pela veia caudal. Em seguida, os animais foram

mortos por seccdo medular para a coleta do figado, cérebro e musculo. Os
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orgdos foram armazenados em ultrafreezer (-80°C) para as analises
biogquimicas. Amostras de sangue total foram armazenadas em microtubos e
imediatamente utilizadas para a determinacédo dos parametros hematolégicos.
Os procedimentos descritos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (Processo 18600.2018.25).

2.2  DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO DE METAL

Amostras de agua foram coletadas em todos o0s aquarios para
determinacao da concentracéo de As total e dissolvido. No experimento de 24h,
a coleta foi realizada no inicio e no final do experimento. No teste de 96h, as
coletas ocorreram no inicio, apds 48h quando foi feita a renovacao parcial da
agua e no final do experimento. Em todos os casos, as amostras de agua foram
fixadas com 2% acido nitrico. A concentracdo de arsénio nas amostras de agua
foi determinada em espectrofotdmetro de absor¢cao atdbmica (Perkin EImer A700)

com limite de detecgéo para o arsénio de 0,05 ug. L.

2.3 BIOMARCADORES FISIOLOGICOS

Uma aliquota de sangue total (5 L) foi diluida em tampé&o formol citrato
(1:200) para a contagem do numero de eritrécitos (x 10%) por mm?3 de sangue
(RBC), em camara de Neubauer ao microscépio de luz. A concentracdo de
hemoglobina (Hb em g.dL™?) foi determinada por meio do método de cianeto de
metahemoglobina, utilizando-se um kit comercial (Doles, Brasil), em
espectrofotometro (Libra S32, Biochrom, Reino Unido) a 540 nm.

Apbés a determinagdo dos parametros hematolégicos o sangue total foi
centrifugado (1.870 g, 10 min — MCD2000, Hsiangtai, Taiwan), para obtencgéo do
plasma, no qual foram analisadas as concentracdes de sédio (Na*) e potassio
(K*). As concentragdes de Na* e K* foram determinadas em plasma diluido em
agua deionizada (1:100), usando fotdbmetro de chama (DM-62, Digimed).

2.4 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS
Todos os parametros bioquimicos avaliados em figado, cérebro e musculo

foram expressos em relacéo a concentracdo de proteina, a qual foi determinada
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pelo método de Bradford (1976), com base em uma curva padréo de albumina

de soro bovino a 595 nm.

2.4.1 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Para a avaliacdo dos biomarcadores associados ao estresse oxidativo as
amostras de figado mantidas no ultra freezer foram descongeladas,
homogeneizadas (10x volume) em tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0),
centrifugadas (20 min, 13000 g, 4°C) e com o sobrenadante foram realizados os
ensaios bioquimicos descritos a seguir. A concentracdo de proteinas totais das
amostras, para a expressao dos resultados, foi determinada pelo método
descrito por Bradford (1976).

A atividade da Cu-Zn superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela
medida da inibicdo da taxa de reducao do citocromo c pelo radical superoxido
em espectrofotbmetro, a 550 nm, de acordo com McCord e Fridovich (1969). A
atividade da enzima foi expressa em U de SOD.mg de proteina?, sendo que U
representa a quantidade de SOD que promove a inibicdo de 50% da taxa de
reducado do citocromo c.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada através da velocidade de
decomposicao de peroxido de hidrogénio (Beutler, 1975). As amostras (1:100)
foram adicionadas a um meio de reacao (H2020,03%, Tris-HCI 50 mM, EDTA
0,25 mM), e o decréscimo de sua absorbancia a 240 nm foi determinado durante
1 min. A atividade da enzima foi expressa em pymol de H202 degradado.min-t.mg
proteina?.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi estimada indiretamente
através da oxidacdo do NADPH em presenca de glutationa redutase (GR) e o
substrato glutationa oxidada, de acordo com Hopkins e Tudhope (1973). A
reacao foi analisada por 1 minuto em espectrofotometro a 340 nm. Os resultados
foram expressos em pmol de NADPH.mint.mg proteina™.

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

espectrofotometro a 340 nm e a atividade da enzima foi expressa em nmol de
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CDNB conjugado. mint. mg de proteina™.

A atividade da glutationa-redutase (GR) foi determinada indiretamente
pela reducdo do NADPH mediante a presenca da glutationa oxidada (Carlbert e
Mannervik, 1975), em espectrofotometro a 340 nm. A atividade da enzima foi
expressa em nmol NADPH oxidado.mint.mg de proteina™.

A concentracdo de glutationa (GSH) foi determinada de acordo com o
meétodo de Beutler et al. (1963), através da reacao dos grupamentos -SH com o
reagente de cor 5,5-ditiobis-2-4cido nitrobenzoico (DTNB), formando o tiolato
(TNB), que foi quantificado em 412 nm em espectrofotdmetro. A concentracao
de glutationa foi expressa em yg GSH. mg proteina™.

Para avaliacdo da lipoperoxidacdo foi utilizado o ensaio TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico) para determinar a concentragédo de
malondialdeido (MDA) das amostras, de acordo com o protocolo descrito por
Camejo et al. (1998). A concentracdo de MDA foi determinada por fluorescéncia
(ex/fem: 535/590 nm) utilizando-se uma curva padrdo de MDA e sua

concentragao foi expressa em nmol de MDA. mg de proteina!

2.4.2 Biomarcador de Neurotoxicidade

Os tecidos muscular e cerebral foram homogeneizados em tampéao fosfato
de potéassio (0,1 M; pH 7,5; 1:10 p/v) e centrifugados (10.000 g, 20 min, 4° C)
para a andlise da atividade da acetilcolinesterase (AChE), segundo método
descrito por Ellman et al. (1961) e adaptado por Alves-Costa et al. (2007) para
leitura em espectrofotdmetro de microplacas a 415 nm. A atividade da AChE
(nmol DTNB.mint.mg ptn-!) foi determinada pela reacéo 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-t mg proteina.

25 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram primeiro testados quanto a normalidade
(Shapiro-wilk) e homogeneidade da variancia (Levene). Em seguida, utilizou-se
a analise de variancia paramétrica (ANOVA) ou nao paramétrica (Kruskal-

Wallis), seguida de um teste de comparagdo multipla (teste de Newman-Keuls
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ou Dunns, respectivamente), quando indicado, sendo consideradas significativas
diferencas cujo p < 0,05. As comparacdes foram feitas entre os grupos de cada

tempo experimental, pois 0os experimentos foram realizados separadamente.
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3 RESULTADOS

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

experimental.
As concentragbes de As na agua dos diferentes tratamentos estédo

expressas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo de As total e dissolvido (ug.L?) na agua dos diferentes
tratamentos. As concentra¢cdes mensuradas correspondem as 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
CTR Abaixo do LD Abaixo do LD

As 0,10 0,35+0,10 0,21 + 0,015

24h As 10 12,51 £ 0,29 11,80 £ 0,23

As 1000 1233,05 + 65,6 1023,8 £ 61,5

CTR Abaixo do LD Abaixo do LD

%6 h 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 detecg¢éo): 0,05 pg. L.
3.1. BIOMARCADORES FISIOLOGICOS

Os resultados das andlises hematoldgicas mensuradas em P. lineatus
apos a exposicao ao As estdo expressos na Tabela 2. Em relacéo ao grupo CTR,
nao foram observadas alteracdes significativas no conteido de hemoglobina em
nenhum tempo experimental. Observou-se apenas uma diminuicdo do numero

de eritrocitos nos peixes do grupo As 1000 em relacdo ao CTR (P<0,001).
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Tabela 2. Hemogloblina (Hb) e contagem de eritrocitos (RBC) de P. lineatus expostos
ao As nas concentracées de 0,1 pug.L™* (As 0,1), 10 pug.L (As 10) e 1000 pg.L* (As 1000)
ou somente a 4gua (CTR), por 24 h e 96 h.

CTR As 0,1 As 10 As 1000
24h
Hb (g.dL™?) 8,17 £ 0,46 7,33+0,09 6,10+ 0,43 6,86+ 0,91
RBC (x10°cél mm-3) 2,30+ 0,05 2,18 +£0,02 2,24 + 0,06 2,21 +0,03
96h
Hb (g.dL™?) 8,44 + 0,93 6,99 + 0,52 7,03+0,59 6,46 + 0,53
RBC (x105cél mm-3) 3,05 +0,162 3,32 + 0,052 3,15+0,112 2,59 £ 0,08°

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

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados referentes as
concentracbes plasmaticas de sodio e potassio. Apdés 96 h de exposicéo,
observou-se uma diminuicao (P<0,001) do Na* no grupos As 1000 e um aumento
do K* plasmaticos (P<0,001) nos grupos As 10 e As 1000.

A) 2005 CJCTR B) 10 1
/ As 01
a . As 10
a . As 1000
160 - b % 8
b T
120 A t 6 -
[ =
+ =
gé X E

80 4 4 1

40 4 5 ]

24h 96h

24h 96h

Figura 1. Concentracao plasmatica de sédio (A) e de potassio (B) de P. lineatus expostos ao As
nas concentracdes de 0,1 pg.L* (As 0,1), 10 pg.L-1 (As 10) e 1000 pg.L* (As 1000) ou somente
aagua (CTR), por 24 h e 96 h. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padréo
(n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos para um mesmo tempo
experimental (p< 0,05).

3.2 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS
A atividade hepatica da CAT (Fig. 2A) apresentou um aumento (P<0,001)
nos peixes dos grupos As 10 e As 1000 apds 96 h de exposicao, em relagdo ao
CTR. Com relacao a atividade da SOD (Fig. 2B), observou-se um aumento em
todos os grupos experimentais e em todos os periodos de exposi¢do (P<0,001).
Similarmente, com relacéo a GPx (Fig. 2C), apds a exposi¢ao por 96 h, todos os

grupos mostraram aumento (P<0,001) na atividade da enzima.
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Figura 2. Atividade das enzimas superéxido dismutase (A), catalase (B) e glutationa peroxidase
(C) no figado de P. lineatus expostos ao As nas concentragdes de 0,1 pg.L* (As 0,1), 10 pg.L?
(As 10) e 1000 pg.L* (As 1000) ou somente a agua (CTR), por 24h e 96h. As barras representam
a média e as linhas verticais o erro padréo (n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre 0s grupos para um mesmo tempo experimental (p< 0,05).

A concentragcdo hepatica de GSH néo variou significativamente entre os
diferentes grupos experimentais, em nenhum tempo de exposicéo (Fig. 3A). Ja
a atividade da GST (Fig. 3B) apresentou diminuicéo significativa em todos os
grupos experimentais apés 96h (P<0,001). Da mesma forma, a atividade da GR
(Fig. 3C), mostrou-se reduzida nos grupos As 0,1 e As 1000 apos 24 h (P=0,004)
e em As10 e As 1000 (P<0,001) apds 96 h.
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Figura 3. Concentracdo de glutationa (A) e atividade das enzimas glutationa S-transferase (B) e
glutationa redutase (C) no figado de P. lineatus expostos ao As nas concentra¢des de 0,1 pg.L
1(As 0,1), 10 pg.L* (As 10) e 1000 pg.L* (As 1000) ou somente a agua (CTR), por 24h e 96h.
As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrdo (n=8). Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos para um mesmo tempo experimental (p< 0,05).

O ensaio TBARS (Fig. 4), realizado para verificar a ocorréncia de
peroxidacdo lipidica, ndo indicou alteracdes entre os diferentes grupos e

periodos de exposicéo.
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Figura 4. Lipoperoxidagéo (LPO) no figado de P. lineatus expostos ao As nas concentragfes de
0,1 pg.L* (As 0,1), 10 pg.L1 (As 10) e 1000 pg.L* (As 1000) ou somente a agua (CTR), por 24h
e 96h. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padréo (n=8).

A atividade da AChE no cérebro (Fig. 5A) foi afetada pela exposicao ao
As, pois uma diminui¢cao (P= 0,005) na atividade da enzima foi observada nos
peixes do grupo As 1000, ap6s 96 h de exposicdo. Ja no musculo ndo foram
detectadas altera¢des significativas na atividade da AChE, nos diferentes grupos

experimentais (Fig. 5B).
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Figura 5. Atividade da acetilcolinesterase em cérebro (A) e musculo (B) de P. lineatus expostos
ao As nas concentragfes de 0,1 pg.Lt (As 0,1), 10 pg.Lt (As 10) e 1000 pg.L* (As 1000) ou
somente a agua (CTR), por 24h e 96h. As barras representam a média e as linhas verticais o
erro padrdo (n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos para um
mesmo tempo experimental (p< 0,05).
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3.3 DiscussAo

No presente trabalho foi demonstrado a toxicidade do As para o peixe P.
lineatus, causando alteragcbes hematoldgicas, ibnicas, bioquimicas e
neurolégicas, em diferentes concentragbes, principalmente apdés 96 de
exposicao.

Em peixes, observa-se respostas sanguineas precoces da toxicidade do
As devido a grande area superficial na branquia, onde a barreira entre o sangue
e o metal dissolvido é muito delgada (Kumar e Banerjee, 2012). As anélises dos
parametros sanguineos constituem uma importante ferramenta para detectar
alteracdes fisiologicas e verificar o estado de saude geral dos peixes expostos a
contaminantes. Assim, indices hematolégicos como hemoglobina (Hg),
contagem de eritrocitos (RBC) e hemoglobina corpuscular média (HCM) tém sido
usados para verificar a capacidade de carreamento do oxigénio como indicador
de poluicdo em ambientes aquaticos (Shah, 2012). No presente estudo,
verificou-se uma diminuicdo no namero de eritrcitos nos peixes do grupo As
1000, ap6s 96 h de exposicdo, indicando uma possivel hemolise. O aumento da
concentracdo de K* nestes peixes também corrobora essa possibilidade. Sabe-
se que a reducdo no numero de hemacias pode ser causada pela inibicdo da
eritropoiese ou pela destruicdo das hemacias pelo arsenito, sendo que anemia
moderada ja foi relatada em Oncorhynchus mykiss alimentadas com 55-60 ug
As g?! por 12 semanas (Cockell et al., 1992). Menos células vermelhas
circulantes podem prejudicar a distribuicdo e o suprimento de oxigénio para os
diferentes tecidos, podendo alterar o metabolismo geral do animal. A diminuic&o
no numero de ceélulas vermelhas também foi descrita por Lavanya e
colaboradores (2011) para Catla catla expostos a 2,04 mg. L' de As por
7,14,21,28 e 35 dias de exposicdo. Além disso, 0s autores observaram aumento
na hemoglobina, no hematdcrito, 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
diminuicdo da hemoglobina corpuscular média e ndo houve altera¢do no volume
corpuscular médio. Ao contrario, Tripathi e colaboradores (2003) relatam
diminuicdo na hemoglobina e no volume celular em Clarias batrachus expostos

a5, 10 e 15 mg.Lt por 120 h, assim como Bears e colaboradores (2006)
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observaram diminuicdo no hematdcrito de Fundulus heteroclitus expostos a 787
ug.L* de As por duas semanas. Concentracdes e tempos de exposicdo maiores
do que os utilizados no presente trabalho podem ser a razdo pelas diferentes
respostas apresentadas nos trabalhos citados acima.

As branquias desempenham um papel vital no transporte de ions (Na*,
K*, ClI-, Ca?* e Mg?*) mantendo o equilibrio hidroeletrolitico e acido-basico no
peixe. A quantificacdo de ions plasmaticos é considerada um biomarcador
sensivel a exposicdo a xenobioticos (Saravanan et al.,2011, 2015). Sabe-se que
a exposicao a contaminantes leva a prejuizos na absorcao de ions, 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 absor¢céo de sais ou do ganho
excessivo de 4gua (Evans et al., 2005). Neste estudo, foi observado um aumento
na concentracdo de K* e uma diminui¢do na concentracdo de Na*, ambos apos
96 h de exposicao nos grupos Asl0 e Asl1l000, indicando que as alteracfes
ibnicas encontradas podem estar relacionadas com um aumento da
permeabilidade ibnica do epitélio branquial ou alteracBes na atividade dos
transportadores branquiais resultante do efeito toxico do As. Sabe-se que o0 As
pode interferir nas enzimas branquiais envolvidas na absorcao de ions, como por
exemplo, a Na*-K*-ATPase, j4 que o metaloide pode se ligar a grupos cisteinas
nas enzimas (Chen et al., 1988; Miller et al., 2002; McCafferty-Grad et al., 2003).
Nesse contexto, Catla catla expostos a 2,041 mg. Lt de As por 7, 14, 21, 28 e
35 dias, mostraram reducdo na atividade da Na*-K*-ATPase, além de
decréscimo na concentracdo plasmatica de sodio, potassio, cloreto (Lavania et
al., 2011).

Sabe-se que o As pode estimular a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) como o anion superoéxido (O2), radical hidroxil (OH) e o radical
peroxil (ROO) (Pi et al., 2003). Como consequéncia, a peroxidacao dos acidos
graxos poli-insaturados da membrana tem sido amplamente descrita como
principal mecanismo de injuria celular e um dos efeitos mais toxicos do arsénio
(Halliwell e Gutteridge, 2006, Ramanathan et al., 2003). Para neutralizar as ERO
e impedir consequéncias indesejaveis, as enzimas das vias antioxidantes sao
importantes mecanismos de defesa celular e dentre as enzimas, a SOD € a

primeira, sendo responsavel por catalisar a reacao entre o anion superoxido (O2)
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e a agua, formando perdxido de hidrogénio. Neste trabalho, a atividade hepética
da SOD mostrou-se aumentada ja em 24 h, em todas as concentracfes de As
testadas e permaneceu assim em 96 h, sugerindo que a exposicdo ao As tenha
aumentado a geracdo de ERO. O aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a SOD e a GPx tem sido associado com a exposi¢cao ao As
(Liu et al.,, 2001; Shi et al., 2004). A GPx € uma importante peroxidase
encontrada na via antioxidante, catalisando a decomposicdo de varios
hidroperdxidos orgéanicos, inclusive o peroxido de hidrogénio, utilizando o
tripeptideo glutationa (GSH) como substrato. No presente trabalho, a GPx
mostrou-se aumentada apos 96 h, em todos os grupos experimentais. Estudos
recentes demonstraram o mesmo comportamento na atividade enzimatica da
SOD e da GPx em diferentes espécies e diferentes concentracdes de As, como
em embrides 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 H20: citosdlico
€ produzido pela SOD a partir dos anions superéxidos durante a exposicao ao
As (Jing et al., 1999; Pourahmad et al., 2003).

Também foi observado um aumento na CAT apds 96 h, nos grupos As 10
e As 1000. As CAT sdo enzimas que catalisam a quebra do peroxido de
hidrogénio. O aumento da atividade das enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo pode ser devido ao excesso de producdo de H20:2 pelas enzimas dos
peroxissomos ou pela geracdo de H202 na mitocondria pela superéxido
dismutase. Wang e colaboradores (2004) relatam que as enzimas mais
importantes na metabolizacdo dos peroxidos relacionados a exposicdo ao As
sdo GPx e catalases, sendo que a GPx deve ser mais efetiva contra a geracéo
de ERO induzida pelo As, provavelmente pela sua localizacéo citosélica (Jing et
al, 1999; Wang et al., 2004). Bhattacharya e Bhattacharya (2005) concluiram que
0 estresse oxidativo causado pela exposicéo ao As € mediado pelo H202. Assim,
fica demonstrado que neste trabalho a exposicdo ao As provavelmente
aumentou a formacdo de ERO, hipotese essa justificada no aumento da
atividade da SOD para neutralizar essas moléculas. Como resultado, a
concentragéo de H202 aumentou no tecido, estimulando o aumento da atividade
da CAT e da GPx, enzimas responsaveis pela degradacédo deste composto.

A glutationa (GSH) € conhecida como um importante elemento protetor
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das células contra as ERO geradas por xenobioticos. Especificamente em
relacdo aos peixes, diversos trabalhos abordam a glutationa como uma
importante defesa antioxidante ndo enzimatica que ocorre em altas
concentragcbes. Com relacdo ao metabolismo do As, a GSH patrticipa da reducéo
do arsenato para arsenito (Csanaky and Grecus, 2005), além de atuar como
substrato para a monometilarsonato redutase (MMAV), enzima responsavel pela
metilacdo do arsénio inorganico (Aposhian et al., 2004), formando
arsenitotriglutationa (Aslll (GS)3) (Kobayashi et al., 2005). Portanto, a GSH
parece ter dupla fungcéo porque age primariamente como defesa antioxidante e,
ao mesmo tempo, participa da biotransformacdo do As (Ventura-Lima et al.,
2011). O comportamento da GSH parece variar bastante entre as espécies e
concentracdes de As testadas. Roy e colaboradores (2006) identificaram uma
oscilagdo nos niveis de GSH de Channa punctatus expostos ao arsénio, de
acordo com o tempo de exposicdo, quando ao final de 7 e 14 dias houve uma
diminuicio de GSH comparado ao controle. Em outro estudo, Cui e
colaboradores (2020) relatam que o Carassius auratus ndo mostrou alteracéo na
GSH apods ingestdo de As na concentragdo de 50 upg.gt, enquanto que na
concentragdo de 100 ug.g?, a concentracédo do tripeptideo aumentou apés 10
dias de exposicdo. No presente trabalho, ndo encontramos alteracdo na
concentracdo da GSH em nenhum dos tempos de exposi¢do. A resposta da
ativacdo das enzimas antioxidantes primarias em um curto periodo de
exposicao, provavelmente tenha sido o estimulo maior para metabolizar as ERO
decorrentes da presenca do As, nao necessitando da GSH nesse momento.

A enzima glutationa redutase (GR) tem um papel crucial na manutencéo
dos niveis de GSH e tanto os organo-arsénicos trivalentes gerados durante a
biometilacdo do As como os arsenotidis formados na célula pela reacdo com a
GSH, podem inibir a GR (Bhattacharya e Bhattacharya, 2005; Bhattacharya et
al., 2007). Talvez seja essa a causa da reducao da atividade da GR observada
neste estudo em todas as concentracdes de As testadas e em todos os periodos
de exposicao. 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 niveis de glutationa reduzida
(GSH), ja que prejudica a reducédo da glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa
redutase (GR).
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As enzimas da familia GST sdo moléculas multifuncionais, com um papel
importante na detoxificacdo celular, protegendo as células contra xenobiéticos
pela conjugacdo com a glutationa e uma variedade de compostos eletrofilicos
enddgenos e exogenos (Townsend e Tew, 2003). A superfamilia GST tem sido
dividida em sete classes distintas conhecidas como alpha, mu, pi, theta, zeta,
sigma e omega (SampayoReyes e Zakharyan, 2006). GST-1m e GST-w sao duas
isoformas predominantemente citosolicas envolvidas no metabolismo do As
(Wang e Lee, 1993; Board e Menon, 2016). GST-w catalisa a reducdo das
formas metiladas do As V para as formas metiladas do Aslll e a conjugacéao do
MMAIIl com a GSH (Zakharyan et al., 2001), enquanto a GST-1r catalisa a
conjugacéao do As Il com a GSH (Leslie, 2012). Neste estudo, observou-se uma
diminuicdo da atividade da enzima apds 96 h de exposicdo, em todas as
concentracOes testadas, resultado este que difere do encontrado em outras
espécies, como em Oncorhynchus mykiss expostos a 7,7 umol.L™* de As por 48
h, que apresentaram aumento da atividade da GST no intestino (Painefilu et al.,
2019). Também em Pangasianodon hypophthalmus foi observado a atividade da
GST aumentada em diferentes concentragdes de As (Kumar et al., 2019). A
reducdo da atividade observada neste estudo pode estar relacionada com a
presenca de oxidantes que levam a inativacdo da atividade enzimatica
(Bagnyukova et al., 2007). Neste caso, a exposi¢cao ao As estimulou outras vias
de defesa, mostrando diferentes respostas quando comparadas as espécies
apresentadas. Espécies diferentes podem apresentar respostas diferentes
guando expostas ao mesmo contaminante, razdo pela qual justifica-se a
necessidade de estudos diversos, com o objetivo de compreender o0 mecanismo
de acdo do contaminante em diferentes espécies.

Outro importante parametro a ser analisado € peroxidacao lipidica. Uma
das mais importantes consequéncias da lipoperoxidacdo € o dano a estrutura
lipidica da membrana celular, desestabilizando fisiologicamente as propriedades
celulares. As consequéncias para as membranas biologicas podem ser de varios
niveis de severidade, dependendo da natureza e concentracdo do oxidante,
variando desde reducdes 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 figado, devido a sua maior vulnerabilidade

ao estresse oxidativo (Bhattacharya e Bhattacharya, 2007). Soundararajan et al.
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(2009) identificaram dano lipidico em Tilapia mossambica expostas ao arsénio.
De forma similar, Pedlar et al. (2002) relatam a ocorréncia de peroxidacao lipidica
para em truta Salvelinus namaycush expostas a diferentes concentracdes de As
e ainda a inducdo da LPO com a exposicao do teledsteo Anadas testudineus a
1.5 mg As.L?! durante 48 h. Bhattacharya e Bhattacharya (2007) também
demonstram o estresse oxidativo pelo arsénio sobre a espécie de peixes Clarias
batrachus. Cui e colaboradores (2020) também descreveram peroxidacao
lipidica no figado de Carassius auratus expostos ao As via dieta por 10 dias. Por
outro lado, Schlenk et al. (1997) ndo observaram alteracfes lipidicas no figado
do Ictalurus punctatus ap6s a exposi¢do ao As, resultados também obtidos por
Ventura-Lima e colaboradores (2009) nas branquias do Danio rerio e por
Bagnyukova e colaboradores (2007), nos Carassius auratus expostos a 200 pg
As.L1.Estes resultados sdo semelhantes ao encontrado neste estudo, no qual
n&o constatamos LPO nos peixes apos as exposicdes ao As. E sabido que o As
induz a LPO em vérias espécies de animais e também em cultura de células.
Entretanto, estudos com peixes de diferentes espécies em exposi¢des cronicas,
com doses baixas de As indicaram que o mesmo pode ou ndo causar LPO,
dependendo da espécie envolvida (Allen et al., 2004; Pedlar et al., 2002).
Portanto, parece que a toxicidade do As depende ndo somente da concentracao
utilizada, mas também das espécies estudadas, sendo que alguns teledsteos
mostram-se mais sensiveis ao As quando comparados a outros (Bhattacharya e
Bhattacharya, 2007). Como discutido anteriormente, o As aumenta a formacao
de H202 nos tecidos afetados, requerendo CAT, GPx, GST and GR para
protecao celular (Regoli and Giuliani, 2014). Como neste estudo houve aumento
da atividade das enzimas antioxidantes primarias, podemos admitir que essas
respostas foram suficientes para neutralizar as moléculas oxidativas,
conseguindo assim impedir o estresse oxidativo nesses animais nhas
concentracOes testadas, considerando também que o tempo de exposicéo foi
bastante curto. Outro importante aspecto a ser analisado é a concentracdo
utilizada de As nos diferentes estudos. Em geral, as espécies que apresentaram
LPO foram expostas ao As na ordem de mg.L?, ou seja, concentracdes muito
superiores a deste trabalho, na ordem de pg.L™.

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

Nnervoso que passa por um neurdnio colinérgico a outro neurdnio colinérgico nas
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junc@es sinapticas e também na placa motora, local de jun¢cdo neuromuscular.
Estudos feitos por Kumari e colaboradores (2017) demonstraram que o cérebro
€ particularmente vulneravel ao As devido ao seu alto consumo de oxigénio e
pela alta taxa de acidos graxos poli-insaturados, ocorrendo a geragéo de grande
quantidade de ERO. Ainda segundo os mesmos autores, a atividade da AChE
também depende da taxa de penetracdo do agente toxico e a taxa de formacéo
de metabdlitos através de certas membranas e outras atividades fisiologicas. O
arsenito € tido como um potente inibidor da acetilcolinesterase (AChE), como é
reportado por Roy e colaboradores (2006), levando esta enzima a niveis basais
conforme o aumento do tempo de exposi¢do. O As atua no sistema colinérgico,
através de interacdes com os grupos sulfidrilas, envolvidos nos mecanismos de
captacdo 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 composicao, sobre a atividade colinesterasica cerebral de
trés diferentes espécies de peixes tropicais: pirarucu (Arapaima gigas), cobia
(Rachycentron canadum) e a tilapia (Oreochromis niloticus), e mostraram que
para todas as espécies houve uma inibicdo substancial da AChE. Com
resultados semelhantes, Kumar e colaboradores (2019) observaram reducao
dose dependente e influenciada pela temperatura na atividade da AChE em P.
hypophthalmus expostos ao As. Neste trabalho, a atividade da AChE foi
diminuida nos peixes do grupo As1000 apés 96 h de exposicao, resultados que
corroboram os dados citados na literatura. J& no musculo ndo foi encontrada
nenhuma alteracdo para as concentracdes e tempo de exposicdo testados.
Sabe-se que o acumulo de acetilcolina devido a reducéo da atividade da AChE
pode afetar o comportamento de fuga e reproducao dos peixes, interferindo

diretamente na sobrevivéncia da espécie.

3.4 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados indicam que a espécie P. lineatus
mostrou-se sensivel aos efeitos da exposicdo aguda ao As, sendo que as

alteracdes mais evidentes foram vistas apos 96 h de exposicdo e nas duas
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maiores concentracoes testadas (As 10 e As 1000). No presente trabalho, as
concentracdes de As na agua foram semelhantes as estabelecidas para locais
onde ha pesca ou cultivo de peixes, determinadas como limites para protecdo da
vida aquatica. Com base nos dados apresentados, 0S peixes expostos a
concentracdo limite estabelecida pela legislacéo vigente (10 pg.L™t) mostraram
importantes alteracdes evidenciando que para a espécie analisada essa
concentracdo ndo é segura para a vida do animal. Conforme ja discutido, a
exposi¢cdo ao As levou a diminuicdo do numero de eritrocitos, diminuicdo da
hemoglobina corpuscular média, alterou as concentracdes plasméaticas de Na*e
K*, estimulou as enzimas antioxidantes primarias (CAT, SOD e GPx), reduziu a
atividade da GST e mostrou acado anticolinesterasica no cérebro. Esses
resultados s@o preocupantes, pois a exposicao feita foi por um curto periodo de

tempo e com concentragdes ambientalmente relevantes.
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CAPITULO 3

EFEITOS CITOTOXICOS E GENOTOXICOS DO ARSENIO PARA
A LINHAGEM DE HEPATOCITOS DE Danio rerio (ZFL)

Manuscrito a ser submetido a publicacao na revista Toxicology in
Vitro.
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RESUMO

O Arsénio (As) € um contaminante ambiental comumente encontrado em varias
regides do planeta. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do As para
linhagem de hepatdcitos de Danio rerio (ZFL). As células foram expostas ao As
nas concentracdes (em pg.Lt) 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 geracgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante
total (ACAP) também foram mensuradas. Ja a genotoxicidade foi avaliada pelo
ensaio do cometa. A viabilidade celular pelo Azul de Trypan mostrou que a
concentracdo de 100 ug.L* foi citotdxica em todos os tempos de exposicéo para
ZFL, enquanto que no MTT essa alteragdo foi verificada apenas apos 6 h. A
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geracdo de ERO foi diminuida em todos os grupos em 1 h de exposi¢do e o
mesmo aconteceu no grupo As 0,1 em 3 h e nos grupos As 10 e As 100 em 6 h.
Ja a ACAP foi aumentada em todos 0s grupos experimentais em 6 h. Com
relacdo 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 0s grupos e em 6
h, apenas nos grupos As 10 e As 100. Em conjunto, nossos resultados
demonstram que o As, principalmente na maior concentragéo, foi citotoxico e
genotoxico 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. INTRODUCAO

O Arsénio (As) € um contaminante ambiental amplamente distribuido por
todo o globo terrestre, classificado em primeiro lugar na lista de substancias
perigosas a saude 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
vulcanicas, ou ainda por residuos de atividade de mineracdo, efluentes
industriais e agrotoxicos (Hong et al., 2018; Capillo et al., 2018). A ingestédo de
agua contaminada é uma das mais importantes vias de exposicédo ao As (Liu e
Zhang, 2020). Na América Latina estima-se que pelo menos 4,5 milhdes de
pessoas bebam agua contaminada com As, com concentragdes que variam de
50 a 2000 pg.™ (Farias et al., 2008), ou seja, até 200 vezes maior que o permitido
pela Organizagdo Mundial da Salde, que estabelece o limite de 10 pug.L* de As
para agua de consumo humano (WHO, 2018), a mesma concentracdo permitida
pela legislacdo brasileira na resolugio CONAMA 357/2005. No Brasil, os
primeiros trabalhos mostrando &gua contaminada com As datam de 1998
(Bundschuh et al., 2009) e concentracdes de 2 a 2980 pg.L* de As em corpos
de agua e 150 a 390 mg.Kg *de As no solo ja foram detectadas (Bundschus et
al., 2012).

Na agua, o As encontra-se disponivel nas formas inorganicas e organicas.
O As inorganico € encontrado em quatro estados de oxidagcdo como arsenito (+
), arsenato (+ V), arsino (-1ll) e arsénio (0), sendo o arsenito e 0 arsenato 0s
mais comuns. As espécies inorganicas tendem a ser mais téxicas para 0S
organismos, incluindo humanos, outros animais e plantas (Goessler e Kuehnett,
2002; Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Ng, 2005), sendo que o arsenito
existente na agua traz mais preocupacdes devido a sua maior toxicidade e
dificuldade de remocéo (Singh et al., 2015; Fan et al., 2016). A toxicidade do
arsénio trivalente é relacionada com a sua alta afinidade com grupos sulfidrilas
de biomoléculas, como a glutationa (GSH), o acido lipoico e também com
grupamentos cisteina de muitas enzimas (Aposhian e Aposhian, 2006). A ligacao
do As lll com esses grupamentos resulta em muitos efeitos prejudiciais, como a

inibicdo da atividade de enzimas como a glutationa redutase e a glutationa
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peroxidade (Schuliga et al., 2002; Wang et al., 1997; Lin et al., 2001; Chang et
al., 2003). J4 o arsenato, devido as suas propriedades bioquimicas serem
semelhantes ao fosfato, pode substitui-lo nas reacbes de fosforilacdo de
transferéncia de energia, resultando no comprometimento da sintese de ATP
(Fattorini e Regoli, 2004). Outra diferenca entra as duas formas € que o arsenito
pode entrar na célula por difusdo e através do envolvimento de outros sistemas
de transporte como as aquaporinas, enquanto a entrada do arsenato nas células
esta ligada a transportadores de fosfato (Thomas, 2007). Ja as formas metiladas,
como o monometilarsonato (MMA) e dimetilarsinato (DMA), sdo consideradas
moderadamente toxicas. Em comparacdo, 0 arsenito € sessenta vezes mais
toxico que o arsenato e setenta vezes mais toxico que as formas metiladas (Akter
et al., 2005).

Em ecossistemas aquéticos, os peixes sdo importantes bioindicadores da
toxicidade do As por estarem continuamente expostos ao metaloide devido a
respiracdo branquial e a alimentacdo contaminada pelo mesmo (Gernhdofer et al.,
2001; Bears et al., 2006; Ghosh et al., 2007). Alguns estudos ja demonstraram
diversos efeitos da contaminacdo de As em diferentes espécies, como
alteracbes hematoldgicas, 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; Painefilu et al., 2019; Sun et al., 2019; Cui et al., 2020).

Os ensaios in vivo sdo amplamente utilizados na avaliagao da toxicidade
de compostos quimicos, entretanto, o grande numero de animais usado na
avaliacao 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
0 uso de peixes em testes de toxicidade aquatica (Ankley et al., 2010; Worth et
al., 2014). Testes com células e embribes representam sistemas experimentais
padronizados que séo realizados em um ambiente controlado, proporcionando
respostas rapidas e acessiveis, com resultados eticamente elegiveis (Garcia et
al., 2016). As culturas celulares permitem a comparacao entre as espécies por
sua sensibilidade relativa ao ambiente e contaminantes, auxiliando a

compreensdao dos mecanismos de acdo dos contaminantes em nivel celular
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(Zeng et al., 2016). Dessa forma, as linhagens celulares de peixes vém sendo
aplicadas em toxicologia para avaliacdo dos efeitos de produtos quimicos,
incluindo agrotoxicos, metais, drogas, nanoparticulas, bem como amostras
ambientais, como extratos de sedimentos, aguas superficiais e dguas residuais
(Zegura e Filipic, 2019).

No presente estudo, foi utilizado a linhagem de hepatécitos de Danio rerio
(ZFL), considerada relevante para a identificacédo de alteracdes toxicologicas em
organismos aquaticos (Gajski et al., 2016). Muitos estudos tém mostrado que
esta linhagem é sensivel 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
farmacéuticos (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 sao
frequentemente usadas como sistemas modelo para estudar os mecanismos de
respostas celulares em ensaios toxicolégicos, ja que elas exibem muitas das
mesmas defesas gerais de mamiferos (Wan et al., 2009). Com relacéo ao As,
Seok e colaboradores (2007) demonstraram que o metaloide alterou a
morfologia celular e causou apoptose em ZFL expostas a diferentes
concentracGes de As (0 a 140 pg.Lt) por 24 horas. Outros estudos também
mostraram 0 aumento de apoptose causado pela exposicdo ao As em
hepatocitos 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 citotoxicos e genotdxicos do metaloide para a
linhagem de hepatécitos de Danio rerio (ZFL) expostos as concentracdes
estabelecidas na legislacdo brasileira por 1,3 e 6 horas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 EXPOSICAO DAS CELULAS ZFL A0 As

A linhagem de hepatdécitos 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 cm?, em
estufa sem CO2 a 28°C.

As células foram transferidas para diferentes placas dependendo do teste
a ser realizado. Para os ensaios bioquimicos, utilizou-se placas pretas de 96
pocos. Para o ensaio do cometa, utilizou-se placas transparentes de 6 pocos.
Independente do teste, as células foram semeadas sempre 24 horas antes dos
experimentos. Nas placas de 96 pocos, foram semeadas 1x10° células. mL™.
Para as placas de 6 pocos, foram semeadas 2x10° células. mL1. Em todos os
testes foram feitos 4 placas (réplicas) para cada tempo de exposicdo No dia do
experimento, as placas foram incubadas a 28°C por 1, 3 e 6 horas, tempo de
exposicdo selecionado para que as células possam manter suas caracteristicas
fisioldgicas sem prejuizo, considerando que as mesmas ficam imersas em PBS,
ou seja, sem meio de cultura durante os testes. Além disso, estes periodos séo
suficientes para averiguar a ocorréncia de danos no DNA, se ha reparo do DNA,
geracdo de ERO entre outros. O grupo controle (CTR) recebeu apenas salina
fosfatada livre de calcio e magnésio (PBS- KCI, KH2PO4, NaCl, Na:HPOa4)
enguanto que os tratamentos receberam uma solucédo de arsénio a 0,1 pg.L™*
(As 0,1), 10 pg.L? (As 10) e 100 pg.L'1(As 100). Para o controle positivo, foi
adicionado uma solucdo de metil metanosulfonato (MMS) a uma concentracao
de 4mM. Todas as solugbes foram preparadas em PBS estéril e os meios
experimentais contendo As foram preparados a partir de uma solu¢cdo mée de
arsenito de so6dio (NaAsO2 marca Neon) com concentracdo de 100 mg.L?,
preparada sempre 24 horas dos experimentos. As concentragdes testadas foram
baseadas na legislacdo vigente (resolucdo CONAMA 357/2005), a qual
estabelece como limite maximo de As para agua doce onde haja pesca ou cultivo
de peixes a concentracédo de 0,14 pg.L* e para corpos de 4gua doce em geral a

concentragdo de 10 pg.L?. A maior concentracao foi estabelecida baseada em
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estudos que encontraram concentracdes semelhantes em corpos de agua 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 andlise da integridade da membrana plasmatica
(Azul de Trypan). Os dois testes foram realizados em cinco concentracfes de As
(0,1, 1, 10, 100 e 1000 pg.Lt), sendo selecionadas trés concentragbes para a
realizacdo das andlises seguintes, conforme descrito anteriormente. A
concentragdo de 1000 ug.L foi descartada pois causou a morte da maioria das
células. Ja a concentracdo de 1 pg.L' mostrou citotoxicidade semelhante a
concentracdo de 0,1 pg.Lt. Como a concentragcdo de 0,1 pg.Lt é um valor

presente na legislacdo, optou-se por excluir a concentracdo de 1 pg.L™2.

A reducao do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5- difeniltetrazole bromido (MTT)
€ um ensaio que verifica atividade mitocondrial, baseado em Mosmann (1983),
com modificacdes. Apds as exposicles, as solucdes testes foram retiradas e
adicionou-se MTT (0,5 mg.mL™?) as placas, que foram incubadas novamente por
duas horas a 28°C. ApOs esse periodo, a solucdo de MTT foi removida e
adicionou-se dimetilsulfoxido (DMSOQO) para diluir os cristais de formazan. A
leitura foi feita em espectrofluorimetro (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 proporcao

ao grupo controle.

Para verificar a integridade da membrana plasmatica foi utilizado o teste
de excluséo por azul de Trypan. Apés a exposicao, as celulas foram retiradas da
placa e coradas com azul de Trypan 0,4%. Em seguida, 100 células foram
contadas na camara de Neubauer e a viabilidade celular foi expressada pela
porcentagem de células viaveis. Foram selecionados para a realizacdo dos
outros testes, tratamentos que mostraram viabilidade celular igual ou superior a
80% (Tice et al., 2000).

82



Capitulo 3

2.3  ENSAIOS BioQuiMicos

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) foram determinadas de acordo
com Amado et al. (2009), com modificacbes de acordo com da Silva e
colaboradores (2020). ApOs as exposicdes, as solucbes de arsénio foram
retiradas e adicionado o meio de reagéo (30 mM HEPES, 200 mM KCI, 1 mM
MgCI2, pH 7,2). As amostras foram analisadas em quadruplicatas, sendo que
duas amostras receberam apenas o tampéo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,4)
e as outras duas receberam 2-amidinopropano dihidrocloro (ABAP 10mM).
Imediatamente foi feita a leitura da autofluorescéncia em leitor de microplaca a
temperatura de 35°C (Victor 3, Perkin EImer®). Em seguida, foi adicionado 2-7-
Dicloro-Dihidro- fluoresceina (H2DCF 1mM) em todos os poc¢os 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 H.DCF reage com espécies reativas de oxigénio,
liberando diclorofluoresceina, um composto fluorescente. Assim, uma maior
concentragdo de espécies reativas de oxigénio produz uma intensidade mais alta
de fluorescéncia (Amado et al., 2009). Para guantificar a ROS e a ACAP, os
dados de fluorescéncia foram ajustados a funcao polinomial de segunda ordem
e o valor da integral foi calculada. Os valores da integral das amostras tratadas
apenas com o tampdo fosfato de potassio foram usados para calcular a
guantidade de ROS e os resultados foram expressos como unidade de area de
fluorescéncia por tempo (FU x min). A diferenga entre as areas das amostras
tratadas e ndo tratadas com ABAP foram utilizadas para calcular a ACAP.
Quanto maior a diferenca entre as areas menor sera a capacidade antioxidante
da amostra. Os dados de ACAP foram invertidos (1/area relativa) para facilitar a

visualizagao dos dados.

2.4 ENsAIOS GENOTOXICOS

Para avaliar possiveis danos ao DNA, foi realizado o ensaio alcalino do
cometa, de acordo com Singh et al. (1988), com modificacbes 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. Apds a exposicéao, aliquotas de 20 uL de
cada amostra foram homogeneizadas em agarose de baixo ponto de fuséo a
0,8% e transferida para laminas j& impregnadas com agarose de ponto de fusédo
normal 1%, cobertas com laminulas e alocadas em refrigerados por 40 minutos.
ApoOs a secagem, as laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas em
solucéo 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. Apos a lise, as
laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese com tampéo 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. Entéo,
as laminas foram neutralizadas (0.4 M Tris, pH 7.5) por 15 minutos e fixadas em
etanol 100% por 10 minutos. As laminas foram coradas com GelRed (Biotium®)
e 100 nucleoides por lamina foram analisados, em teste cego, em microscépio
de fluorescéncia (Leica®, DM 2500) na objetiva de 40X. Os danos ao DNA foram
classificados visualmente, de acordo com a migracdo 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 diametro), classe 2 (cauda com
comprimento de até duas vezes o diametro do nucleoide), classe 3 ( cauda com
comprimento maior que duas vezes o didametro do nucleoide) (Collins et al.,
2008). O escore de danos foi obtido multiplicando o niumero de nucleoides

observados em cada classe de dano pelo valor da classe.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para cada parametro 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 a normalidade (Shapiro-wilk) e homogeneidade da variancia
(Levene). Em seguida, utilizou-se a analise de variancia paramétrica (ANOVA)
ou nao parametrica (Kruskal-Wallis), seguida de um teste de comparacédo

multipla (teste de Newman-Keuls ou Dunns, respectivamente) quando
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necessario. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos e os resultados

foram expressos como média + erro padrao (SE)
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3. RESULTADOS

As concentragbes de As nas solucdes utilizadas nos diferentes
experimentos estdo expressas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo de As total e dissolvido (ug.L?) nas solucdes teste dos diferentes
tratamentos. As concentra¢Oes correspondem as médias (+ EP, n= 9) obtidas de todas as
amostras coletadas em todos os experimentos realizados por 1, 3 e 6 h. Limite de detecg¢do (LD):
0,05pg.L.

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 analises de citotoxicidade realizadas em células ZFL
apos a exposicao ao As estdo apresentados na Figura 1. Com relagéo 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) ap6s 3 h de exposicdo. Ja apds 6h, os
resultados indicam que o As foi citotéxico na maior concentragdo testada (As
100) (P< 0,001), resultando em reducéo significativa da atividade mitocondrial
nas células em relacdo aos outros grupos. No grupo C+ houve significativa
reducado na viabilidade em todos os tempos experimentais (P< 0,001).

A integridade da membrana plasmatica, verificada pelo ensaio Azul de
Trypan (Fig. 1B), foi acima de 80% em todos os tratamentos e tempos de
exposicdo. No grupo As 100, houve diminuicdo da viabilidade ap6s 1 h (P=
0,003), 3 h (P=0,004) e 6 h (P=0,003). Apos 3 h de exposicao a viabilidade no
grupo As 10 também diminuiu (P= 0,004), assim como apos 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 plasmética (B) de células ZFL expostas ao As nas concentracdes de 0,1 pg.L? (As
0,1), 10 pg.L* (As 10) e 100 pg.L* (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 padrao (n=44). Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre 0os grupos para um mesmo tempo experimental
(P< 0,05).

3.2 EROEACAP

Considerando a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Fig. 2),
ocorreu diminuicdo na producao em todas as concentracdes testadas apds 1 h
de exposicao (P < 0,001). Ap6s 3 h, houve diminui¢cdo apenas no grupo As 0,1 e
C+ (P <0,001) e ap6s 6 h nos grupos As 10, As 100 e C+ (P < 0,001).

Em relacdo a capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP)
(Fig. 3), apds 6 h de exposicdo houve aumento nos grupos As 0,1, As 10 e As

100 (P=0,021). J4 apos 1 h, apenas no grupo C+ mostrou aumento (P= 0,002).
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Figura 2 - Producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) de células ZFL expostas ao As nas
concentracdes de 0,1 pg.L?* (As 0,1), 10 pg.L* (As 10) e 100 pg.L* (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 padrdo (n=18). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos para um

mesmo tempo experimental (P< 0,05).
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Figura 3 - Capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) de células ZFL expostas ao
As nas concentra¢des de 0,1 pg.L! (As 0,1), 10 pg.L* (As 10) e 100 pg.Lt (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 padrdo (n=18). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos

para um mesmo tempo experimental (P< 0,05).
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3.3 GENOTOXICIDADE

A analise dos danos ao DNA (Fig. 4) mostrou que apos 1 h de exposicéo,
houve aumento no escore de danos apenas no grupo As 100 e C+ (P < 0,001).
J& apo6s 3 h, todos os grupos mostraram aumento no escore de danos (P <

0,001), enquanto apoés 6 h, a mesma resposta foi observada nos grupos As 10,
As 100 e C+ (P < 0,001).
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Figura 4 - Escore de danos de DNA de células ZFL expostas ao As nas concentragfes de 0,1
pg.Lt (As 0,1), 10 pg.L* (As 10) e 100 pg.L* (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 padrdo (n=6).

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos para um mesmo tempo
experimental (P< 0,05).
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4. DISCUSSAO

Os peixes séo particularmente suscetiveis a contaminacdo ambiental por
metais e metaloides, porque eles os absorvem através do epitélio branquial e
tendem a bioconcentra-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 exposicdo (Seok et al.,, 2007). Por exemplo, a
concentracao toxica de As para a Tilapia mossambica apos 10 dias de exposicéo
é de 10 mg.L*(Suhendrayatna et al., 2002), enquanto células do ovario de tilapia
(células TO-2) mostraram alteracdo no ciclo celular quando expostas a
concentragdes de 9,36 — 75 pug.L* por 24 h (Wang et al., 2004). Com relacéo ao
figado, sabe-se que este é o principal 6rgdo de detoxificacdo nos peixes, além
de ser o responsavel pela biotransformacéo do As (Wood, 2011). As culturas de
hepatécitos sdo importantes modelos biolégicos pois possuem a expressao de
genes semelhante ao in vivo e podem sobreviver em cultura por tempo suficiente
para estudos de exposi¢cdes agudas (Eide et al., 2014).

Analisando a atividade mitocondrial, o As 100 foi citotoxico para ZFL
interferindo na atividade mitocondrial em 6 h de exposi¢do. Considerando a
integridade da membrana plasmaética, € possivel observar que a diminuicdo da
viabilidade foi influenciada pelas diferentes concentracdes de As e também pelo
tempo de exposicdo crescente, sendo que a maior concentracdo testada foi
responsavel por diminuir a viabilidade celular em todos os tempos experimentais.
Resultados semelhantes foram apresentados por Seok e colaboradores (2007),
gue mostraram diminuicdo dose dependente na viabilidade de ZFL expostas a
concentracdes de 0 a 10 mg.L! de As por 24 h. Os tempos de exposicdo
utilizados no presente trabalho sdo menores quando comparados ao estudo
supracitado, o que talvez seja a razdo para os resultados mais discretos
apresentados. Muitos estudos tém demonstrado o efeito citotoxico do As em
células hepéticas humanas (Xu et al., 2010, Liu e Zhang, 2020), linhagens
celulares cancerigenas como Hela, A549 e HepG2 (Zhao et al., 2018) e células
mieloides (Kian et al., 2019).

A contaminacéao por qualquer forma de As inorganico, mesmo em baixas

concentracdes e curto periodo de exposicdo, pode aumentar a geracdo de ERO

90



Capitulo 3

(Schuliga et al.,2002; Ventura-Lima et al., 2011), o que ocorre durante o
metabolismo do As e seus processos de detoxificacdo, sendo que o estresse
oxidativo e seus danos tém sido considerados como 0S mecanismos
responsaveis pela toxicidade do As (Jomova et al.,, 2011; Sun et al., 2016).
Bhattacharya e Bhattacharya (2005) concluiram que a toxicidade da exposi¢cao
ao As é mediada pelo H202, que pode ser produzido pelas enzimas dos
peroxissomos ou pela superoxido dismutase na mitocondria. Além disso, a
oxidacdo do As®* em As® em condicdes fisioldgicas resulta na formacéo de
H202, sendo que sua eliminagdo ocorre pela agdo da catalase e glutationa
peroxidase (Lushchak, 2011).

Sabendo que os sistemas antioxidantes podem atuar de forma
cooperativa, a determinacdo mais holistica da capacidade antioxidante pode
fornecer uma melhor compreenséao da resisténcia dos organismos a toxicidade
causada por ERO, quando comparadas as medi¢c6es de um namero limitado de
antioxidantes (Amado et al., 2009). Em muitos casos, as analises individuais
trazem resultados conflitantes, assim a analise 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 diminuicdo na geracdo das ERO ja apds 1 h de
exposi¢cdo em todos os tratamentos. Em 3 h, a diminuicdo 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 ativacao do metabolismo celular em resposta a exposicdo ao As, podendo levar
ao provavel aumento na geracdo de ERO. J4 a andlise da capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) foi aumentada em todos os
grupos experimentais em 6 h de exposi¢cdo. 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 diminuigao.

Esse resultado corrobora outro estudo realizado em nosso laboratorio, no
gual Prochilodus lineatus demonstraram aumento na atividade das enzimas
antioxidantes primarias quando foram expostos ao As nas concentracdes de 0,1,

10 e 1000 pg.L* por 96 h. Resultado semelhante também foi apresentado por
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Azevedo Costa e colaboradores (2012) com ZFL que apresentaram diminuicao
na geracdo de ERO e aumento na ACAP quando expostas a 7,5 mg.L? de As
por 4 h, assim como Zhu e Chan (2012), os quais também identificaram
diminuicéo na produgdo de ERO em ZFL expostas a 1,6 e 3,4 mg.L* de cadmio
por 24 h. Com base nesses dados, pode-se admitir que para as concentracdes
testadas e os tempos de exposicao utilizados no presente trabalho, as defesas
antioxidantes da célula foram suficientes para protege-la das ERO, nao
ocorrendo estresse oxidativo. Com relagdo ao C+, apesar do aumento
encontrado em 1 h na ACAP, os resultados demonstram que o composto
utilizado (MMS) nao induziu a geracdo de ERO, pelo contrario, promoveu
reducdo significativa de ERO em todos os tempos experimentais. O MMS é um
agente conhecidamente genotéxico que foi testado neste protocolo e ndo se

mostrou adequado como controle positivo, pois néo induziu estresse oxidativo.

7

Outro importante aspecto ser avaliado em um contaminante é a sua
genotoxicidade. A avaliacdo da genotoxicidade é fundamental em estudos
toxicolégicos, uma vez que contaminantes presentes no ambiente podem
danificar o DNA, que, se nao for reparado, pode comprometer a saude dos
organismos e populacdes. Para analisar o dano ao DNA, varias abordagens in
vivo e in vitro sdo usados, com particular énfase 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
sensivel, confiavel, rapido e de baixo custo para deteccdo de quebras de fita
simples e dupla de DNA, sitios alcalinos labeis, e eventos de reparo de excisédo
incompleta no nivel de células individuais (Zegura e Filipic, 2019). Os resultados
mostraram um aumento no escore de danos ao DNA desde a mais curta
exposicao, ja em 1 h no grupo As 100. O mesmo resultado se repetiu em 3 h
em todas as concentracdes 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 periodos de
exposicao, evidenciando o potencial genotoxico do MMS. O MMS é um agente
alquilante que forma monoadutos com os centros nucleofilicos do DNA (Jenkins
et al., 2005). Essa alquilacéo induzida é capaz de bloguear a maioria das DNA

polimerases, impedindo assim a ocorréncia do processo de replicacdo do DNA
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(Fu et al., 2012) ou ainda, induz a uma mutacao de transcricdo (Lips e Kaina,
2001). Segundo Tice e colaboradores (2000), agentes reconhecidamente
genotodxicos devem ser incluidos nos protocolos experimentais a fim de se avaliar
uma resposta positiva condinzente com a indugao de danos de DNA provocada

por esses agentes.

Uma série de estudos indica que a exposicao crbénica a baixos niveis de
arsénio 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
eritrocitos de Channa punctatus mostraram aumento de danos ao DNA quando
expostos a 0,5 mg.L*As por 30 dias. Em outro estudo com a mesma espécie,
Jha e colaboradores (2019) encontraram aumento na fragmentagéo do DNA de
peixes expostos ao As em concentracdes de 10, 50 e 500 pg.L* por 14 dias. O
efeito genotoxico do As observado nos estudos realizados com altas
concentracfes 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), hip6tese também admitida por Kumar (2016) em uma reviséo sobre a
genotoxicidade do As. Nesta situacdo, 0S peixes expostos a essas
concentracfes exibem na sua maioria aumento da frequéncia de aberracGes
cromossémicas, aumento no nimero de micronucleos 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 nao tém origem oxidativa e devem ter sido causados pela
acéo direta do metaloide. Embora muitos estudos tém sido feitos para determinar
a genotoxicidade do As para peixes (Ali et al. 2008), as cascatas de sinalizacéo
envolvidas neste processo ainda permanecem desconhecidas (Singh et al.,
2019). Para células humanas, sabe-se que o0 As néo se liga ao DNA e nao forma
adutos de DNA e tampouco causa mutacdes diretamente, mas € capaz de induzir
genotoxicidade interferindo no reparo do DNA e induzindo instabilidade
cromossOmica na célula (Klein et al., 2007; Mandal, 2017). A inibicdo do reparo

93



Capitulo 3

do DNA, por ligacédo direta ou afetando a expressao de genes de reparo do DNA,
€ um mecanismo importante para a genotoxicidade induzida por arsénio (Andrew
et al., 2003), resultando na mutacdo de genes supressores de tumor, como o
p53 (Kelsey et al., 2005). O As pode inibir diretamente diferentes vias de reparo,
incluindo reparo de excisdo de nucleotideos, reparo de excisdo de base e reparo
de incompatibilidade (Hossaim et al., 2012). O As também induz quebras na fita
dupla, o que leva a aberragcbes cromossdmicas (Klein et al., 2007; Xie et al.,
2014). Varios estudos demonstraram que a exposicdo crdnica ao arsénio na
agua potavel aumentou a incidéncia de aberracfes cromossdmicas, troca de
cromatides irmas e formacdo de micronucleos em células humanas (Dulout et
al., 1996; Gonsebatt et al., 1997; Maki-Paakkanen et al., 1998; Mahata et al.,
2003). A instabilidade cromoss6mica causada pelo arsénio é frequentemente
observada nos centrdmeros, resultando na formacdo de cromossomos
acéntricos ou na fusdo dos centrémeros, resultando em aneuploidia e formacéao

de micronucleos (Xie et al., 2014; Kesari et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que apesar do
As ter estimulado as defesas antioxidantes das células, diminuindo a geragéo de
ERO, o mesmo foi citotoxico e genotdxico para ZFL, sendo as alteragbes mais
evidentes observadas nos grupos As 10 e As 100 em 6 h de exposicao.
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 concentragdes testadas e também
pelo curto periodo de exposicdo, pois conforme ja discutido é sabido que o
estresse oxidativo € a principal consequéncia da exposicdo a grandes
concentracbes de As ou por longos periodos. Mesmo assim, considerando a
menor concentracao testada, o grupo As 0,1 demonstrou aumento nos danos ao
DNA com apenas 3 h de exposi¢do. Ja a maior concentracao foi capaz de induzir
danos em todos os periodos de exposicéo, evidenciando o potencial genotdxico
do metaloide. Ressaltando que as concentracdes testadas foram baseadas na
legislagédo, este trabalho demonstra importantes alteragbes com baixas
concentracbes e em curtos periodos, pouco demonstradas em estudos
anteriores. O uso da cultura de células ZFL mostrou-se satisfatério sendo
considerado um bom modelo biolégico para estudos de efeitos toxicolégicos do
As, incluindo sensibilidade e capacidade de resposta, bem como reducao de

custo e producéo de residuos.
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A contaminacdo de corpos de agua pelo arsénio (As) é um problema
global. Diferentes regides no globo descrevem altas concentracdes deste
composto oriundo de diversas atividades, ja que o As é amplamente utilizado
pela industria, sendo liberado ao meio ambiente pelos efluentes industriais,
atividades de mineracdo, entre outros. Milhdes de pessoas no mundo todo
ingerem agua com altas concentracfes deste metaloide diariamente, além de
uma grande quantidade de animais vivendo nessas aguas contaminadas pelo
mesmo. Assim, é de grande importancia o conhecimento dos efeitos deste
composto nas diferentes espécies com o objetivo de aprimorar a legislacao e
adequar politicas pubicas, visando a preservacdo 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 concentragdes
previstas na legislacdo brasileira (Resolucdo CONAMA/ 357). Nela, os limites
estabelecidos para o As sdo de 0,14 ug.L* para dguas onde ha cultivo de peixes
ou pesca e 10 pg.L* para agua classe I, ou seja, agua destinada ao consumo
humano. Outras concentracdes foram escolhidas baseadas em estudos sobre a
ocorréncia de As em corpos de agua, realizados no Brasil.

Baseado neste objetivo, o presente trabalho utilizou dois modelos
biolégicos diferentes para verificar as respostas a exposicdo ao As. Quando a
exposicao é feita em cultura de células, € possivel identificar uma resposta mais
direta do contaminante, o que facilita o entendimento dos mecanismos de
toxicidade. J& nas exposicOes feitas com animais, as respostas podem ser
diferentes das encontradas in vitro, ja que ocorre a interacdo dos diferentes
sistemas do individuo, demonstrando o que € observado nas populacfes. Este
trabalho gerou dois manuscritos (Capitulo 1l e Ill) a serem submetidos a
avaliacdo e possivel publicacdo em revistas cientificas. As discussdes referentes
a cada um dos manuscritos ja foram abordadas individualmente, porém este
capitulo versarda sobre a comparacdo entre as vias de exposicdo e a
sensibilidade dos modelos biologicos, além de conclusbes gerais da tese
referentes aos objetivos e hipoteses levantadas no inicio do trabalho.

Um dos objetivos era verificar a validade protetiva da legislag&o brasileira
em relagcdo ao As para os organismos. Neste contexto, a menor concentragédo
testada (0,10 pg.Lt) produziu aumento de danos no DNA na linhagem celular

ZFL ja em 3 h, demonstrando que essa concentracao foi genotoxica para ZFL.
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Considerando a concentragdo de 10 pg.Lt, a qual é estabelecida como limite
mundial para o As na agua, os efeitos foram mais evidentes. Para P. lineatus, a
exposi¢do ao As em 96 h levou a diminuigdo do numero de eritrécitos, diminui¢éo
da hemoglobina corpuscular média, alterou as concentragfes plasméaticas de
Na+ e K+, estimulou as enzimas antioxidantes primarias (CAT, SOD e GPx),
reduziu a atividade da GST e mostrou acao anticolinesterasica no cérebro. Ja
para a linhagem celular ZFL, essa concentragdo estimulou o aumento da
capacidade antioxidante total em 6 h, embora também tenha aumentado os
danos ao DNA. As maiores concentracfes testadas nos dois modelos (1000
ug.Lt para P. lineatus e 100 pg.L? para linhagem celular ZFL) produziram
respostas semelhantes as observadas na concentragdo de 10 pg.L™ no mesmo
periodo de exposicdo para cada modelo.

Considerando os resultados apresentados nos dois manuscritos, percebe-
se que a exposicao ao As estimulou as defesas antioxidantes nos dois modelos,
comprovando uma das hipéteses anteriormente levantada, de que o mecanismo
de toxicidade do As esta relacionado a geracdo de ERO. Nestes experimentos,
aparentemente o estimulo das vias antioxidantes foi suficiente para neutralizar
as ERO, impedindo o estresse oxidativo. Vale ressaltar que as concentracdes
testadas sao baixas e os periodos de exposicao foram bem curtos, em ambos
0s testes, caracteristicas pouco vistas nos trabalhos anteriores, em que
geralmente os animais sdo expostos a concentracdes bem maiores e também
por periodos de tempo maiores. Mesmo assim, importantes respostas foram
demonstradas, evidenciando que o As aumenta a geracdo de ERO e é
genotoxico para a linhagem celular ZFL.

No mesmo sentido, os resultados apresentados aqui demonstram que a
concentracdo permitida na resolucdo CONAMA/ 357 de 10 pg.L™? nédo é segura
para P. lineatus e para a linhagem celular ZFL, j& que importantes alteracdes
foram observadas nestes experimentos em curtos periodos de exposigao.

Ainda respondendo as hipéteses, embora a literatura descreva que a
peroxidacdo de lipideos seja um importante biomarcador para os efeitos da
exposicdo ao As, neste trabalho ndo foi observado esta resposta. Para
exposicoes agudas a concentracbes baixas, a ativacdo das enzimas
antioxidantes primarias aparentemente foi suficiente para evitar a ocorréncia 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 importancia
de estudos com diferentes modelos e abordagens experimentais (in vivo e in
vitro), evidenciando as diferentes respostas que foram demonstradas aqui

guando comparada aos dados existentes na literatura.
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