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RESUMO 

 

Fármacos antineoplásicos não são seletivos para atuar somente em células 

tumorais, alteram também o funcionamento das células saudáveis, podendo causar 

alterações genotóxicas, mutagênicas, citotóxicas e levar à morte celular. Os efeitos 

adversos observados na quimioterapia são consequências das ações indesejadas dos 

fármacos nas células normais. A cisplatina (CIS) é um dos fármacos mais utilizados 

em tratamentos quimioterápicos, tendo ótimos resultados, tanto na remissão quando 

na sobrevida dos pacientes. Os efeitos adversos ocasionados pela CIS são 

consequências das lesões formadas no DNA e do aumento do estresse oxidativo. 

Antioxidantes são moléculas que mantém o estado redox celular, através da oxidação 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) e podem induzir a ativação de mecanismos 

de reparo de danos ao DNA. O ácido ascórbico (AA) é um antioxidante obtido 

exclusivamente através da dieta por alguns seres vivos e é capaz de diminuir a 

toxicidade ocasionada pela CIS. Avaliamos a resposta de indíviduos adultos de 

zebrafish tratados com a combinação de AA e CIS, através de análises de alterações 

nucleares e reciclagem de hemácias. Mostramos possível efeito protetivo do AA 

combinado à CIS após 96 h de tratamento. Esses dados auxiliarão nos possíveis 

desdobramentos na triagem de novas drogas, terapias e pré-avaliação terapêutica in 

vivo. 

 

Palavras-chave: Alterações Nucleares Eritrocíticas. Danio rerio. Antimitótico. 

Hemocaterese. Regulação redox.  
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ABSTRACT 

Antineoplastic drugs are not selective to act only on tumor cells, and also 

alter the functioning of healthy cells, which can cause genotoxic, 

mutagenic, cytotoxic changes and lead to cell death. The adverse effects 

observed in chemotherapy are consequences of the drugs' unwanted 

actions on normal cells. Cisplatin (CIS) is one of the most widely used 

drugs in chemotherapy treatments, with excellent results, both in 

remission and in patient survival. The adverse effects caused by CIS are 

the consequences of lesions formed in DNA and increased oxidative 

stress. Antioxidants are molecules that maintain the cellular redox state, 

through the oxidation of reactive oxygen species (ROS) and can induce 

the activation of DNA damage repair mechanisms. Ascorbic acid (AA) is 

an antioxidant obtained exclusively through the diet by some living beings, 

and is able to decrease the toxicity caused by CIS. We evaluated the 

response of adult zebrafish individuals treated with the combination of AA 

and CIS, through analysis of nuclear changes and red blood cell recycling. 

We showed a possible protective effect of AA combined with CIS after 96 

h of treatment. These data will assist in possible developments in the 

screening of new drugs, therapies and therapeutic pre-evaluation in vivo. 

Keywords: Erythrocytic Nuclear Alterations. Danio rerio. Antimitotic. 

Hemocateresis. Redox regulation. 
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REFERÊNCIAL BIBLIOGRÁFICO 

1 Toxicologia e Genotoxicidade 

A toxicologia busca compreender os efeitos adversos de substâncias tóxicas 

(i.e agentes tóxicos, xenobióticos) nos seres vivos (EATON et a., 2018). Dos efeitos 

adversos visíveis de drogas e outros terapêuticos, a toxicologia buscou compreender 

como os agentes tóxicos atuavam à nível molecular e bioquímico (EATON et a., 2018). 

À toxicologia genética, cabe compreender como os agentes tóxicos afetam o material 

genético (BRUSICK, 1980). Estudos pioneiros nas áreas de biologia molecular e física 

foram essenciais para tal (MULLER, 1927; AVERY, MACLEOD, MCCARTY, 1943; 

AUERBACH, ROBSON, 1947; WATSON; CRICK, 1953a; CRICK, WATSON, 1953b)  

A capacidade de agentes tóxicos de causar distorções e quebras no material 

genético em concentrações subletais é chamado de genotoxicidade  (BRUSICK, 

1980). Para tanto, podem atuar de duas formas simultâneas, seja ligando-se 

diretamente ao material genético (e.g. ligações intrafitas e entre fitas, quebras de fita 

simples, quebras de fita dupla); ou indiretamente, através da ligação com proteínas 

que mantém a integridade do genoma (e.g. tubulinas, enzimas de reparo de DNA, 

proteínas envolvidas no controle do ciclo celular) (MATEUCA et al., 2006). As 

consequências da alteração da estabilidade e forma do DNA são a formação de 

alterações mutagênicas (alterações hereditárias) e carcinogênicas (causadoras de 

câncer), ou mesmo a morte celular (GUPTA, 2016; MATEUCA et al., 2006). Além do 

tipo de toxicidade induzida ao DNA, o quão genotóxico um agente pode ser depende, 

mas não somente, da extensão dos danos, de alterações no mecanismo de reparo de 

danos ao DNA, da temperatura e do tempo de exposição (ANITHA et al., 2000; DOAK 

et al., 2007;GAMSE, GORELICK, 2016; TIWARI, WILSON, 2019). 

O DNA é a molécula responsável pela hereditariedade (AVERY, MACLEOD, 

MCCARTY, 1943).E a compreensão de como o material genético é alterado por 

genotóxicos, através de testes preditivos de toxicidade são, nada menos, que 

essenciais (GUPTA, 2016). 

2 Cisplatina 

Nos anos 60, em estudo sobre os possíveis efeitos do campo elétrico na divisão 

celular de Escherichia coli, foi observado a inibição da divisão celular da bactéria, com 

a manutenção de seu crescimento filamentoso, uma consequência de danos ao DNA 
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(ROSENBERG, VAN CAMP, KRIGAS, 1965a). A molécula de cisplatina (cis-

PtCl2(NH3)2) (Figura 1) que compunha os eletrodos era o que ocasionava a o arrasto 

no ciclo celular (ROSENBERG et al., 1967). A inibição da mitose em E. coli pelo 

isômero cis da platina levou à investigação de sua possível ação antineoplásica, que 

foi demonstrada na inibição do crescimento de sarcomas em camundongos 

(ROSENBERG et al., 1969). Em 1978 a CIS foi aprovada pela Food and Drug 

Administration (FDA) para o tratamento de cânceres de testículo e bexiga (KELLAND, 

2007). Seu uso se expandiu para o tratamento de diversos tipos de cânceres 

(TAGUCHI et al., 2005). 

 

 

A CIS liga-se à lipídios, proteínas (e.g. glutationa) e ao DNA e esse é seu alvo 

preferencial (EASTMAN, 1987; MATEUCA et al., 2006). A CIS pode atuar tanto em 

célula em G0 quanto durante a divisão celular, e esse mecanismo de ação a define 

como um antioneplásico ciclo-celular não específico (ALMEIDA et al., 2005). À nível 

celular, seu influxo ocorre através de difusão simples e transporte ativo (BINKS; 

DOBROTA, 1990; ISHIDA et al., 2002). Para ser ativada e formar ligações com as 

moléculas alvo, a CIS reage com a água e perde um ou dois de seus íons cloro 

(DAVIES et al., 2000). 

Em sua interação com o DNA, a CIS forma preferencialmente ligações intrafitas 

(crosslinks intrastrands), mas também ligações entre fitas (crosslinks interstrands), 

ligações (crosslinks) DNA-proteína e monoadutos (Figura 2) (EASTMAN, 1987). 

Essas lesões ao DNA podem ser reparadas pelos mecanismo de reparo por excisão 

Figura 1 . Ativação da cisplatina. O processo de ativação da 
cisplatina ocorre pela troca de um ou dois de seus cloretos por 
moléculas de água (monoaquadas e diaquadas, respectivamente). 
(Adaptado de Rocha et al., 2018). 
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de nucleotídeo (NER) ou pelo mecanismo de reparo por incompatibilidade de bases 

(MMR) (MARTIN; HAMILTON; SCHILDER, 2008). Quando não reparadas, a célula 

morre por apoptose (BARRY et al., 1990). 

 

 
A genotoxicidade induzida pela CIS leva à inibição da replicação, com o arrasto 

em G2 e a inibição da transcrição (SORENSON; EASTMAN, 1988; WANG; LIPPARD, 

2005). A exposição ao antimitótico durante o ciclo celular está associada com a 

formação de alterações cromossômicas estruturais em células somáticas e 

germinativas e a formação de aberrações cromossômicas em células da medula 

óssea (ADLER, EL-TARRAS, 1989; CHOUDHURY et al., 2000; KLIESCH; ADLER, 

1987). 

O aumento de ROS ocasionado pela CIS gera estresse oxidativo nas 

mitocôndrias, alterando a permeabilidade da membrana interna da organela, com 

consequente desregulação da cadeia transportadora de elétrons (Figura 3). Leva à 

desregulação do ciclo de Krebs e induz o aumento da produção de ROS pela 

Figura 2. Estrutura de vários adutos produzidos no DNA pela cisplatina. 
Em sua ligação ao DNA, a cisplatina forma adutos monofuncionais,  
crosslinks DNA-proteína (e.g. glutationa), crosslinks interstrands e, 
principalmente, crosslinks intratrands, em que cerca de 65% são 
formados pela ligação da cisplatina com guaninas vizinhas, enquanto 
25% são ligações entre guanina e adenina, e 7% são entre guaninas 
separadas por uma ou mais base. (Adaptado de Eastman, 1987). 
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mitocôndria, ambas alterações diminuem a produção de ATP (Figura 3) Essas 

alterações tem como consequência a morte celular (Figura 3) (CHOI et al., 2015). 

 

 

 

Apesar de ótimos resultados no tratamento do câncer, os compostos de platina 

apresentam toxicidade elevada e por não atuar somente nas células tumorais, mas 

também em células e tecidos saudáveis, estão associados ao desenvolvimento de 

nefrotoxicidade, mielosupressão, neurotoxicidade, hepatotoxicidade, anemia, perda 

de cabelo, otoxicidade, infertilidade e mucosite (TAGUCHI et al., 2005). Por esse 

motivos, a toxicidade do composto está à meio termo de seus efeitos terapêuticos e 

colaterais (SANCHO-MARTÍNEZ et al., 2012). 

Figura 3. Visão geral da via de sinalização sugerida para a disfunção metabólica induzida 
pela cisplatina em células HK-2. A cisplatina induz disfunção mitocondrial por meio de 
espécies reativas mitocondriais de oxigênio (mROS) que também interferem no ciclo do 
ácido tricarboxílico (TCA) e na estabilidade mitocondrial, ao inibir a expressão de enzimas 
e proteínas essenciais para as vias de produção de energia e a viabilidade da 
mitocôndria, respectivamente. Além disso, o colapso do potencial de membrana 
mitocondrial (MMP) devido ao mROS levou ao bloqueio da cadeia transportadora de 
elétrons (ETC). Por outro lado, o mROS aumentou a transcrição e ativação da proteína 
supressora de tumor p53, que suprimiu a glicólise e, em última análise, reduziu o nível 
de piruvato. O p53 ativado também estimulou a geração de mROS, que teve um efeito 
sinérgico nas funções de ambos, p53 e mROS. A redução do piruvato diminuiu a 
funcionalidade do ciclo do TCA, que já estava prejudicada pelo mROS. Portanto, as 
necessidades de energia celular não seriam atendidas. Ao todo, essas mudanças 
resultam na ativação de vias apoptóticas e necróticas. CHOI et al., (2015). 
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3 Ácido Ascórbico 

A vitamina C (i.e ácido ascórbico - AA) foi descoberta nos anos 20 em estudos 

acerca de processos de oxidação biológica, com o isolamento do composto do  suco 

de laranja, da água de repolho e da glândula adrenal de bovino (SZENT-GYÖRGYI, 

1928). Durante a evolução, os primatas, juntamente com outros grupos de seres vivos, 

como os peixes, aves e répteis, perderam a capacidade de sintetizar o AA, devido à 

perda da função do gene L- gulonolactona oxidase (GULO), que transcreve para a 

enzima de mesmo nome, essencial na via final de síntese da vitamina C 

(CHATTERJEE, 1973; NISHIKIMI, M., YAGI, 1991). A mutação não foi letal, já que a 

vitamina pôde ser obtida através da dieta (KING, J. L., JUKES, 1969; CHATTERJEE, 

1973).  

O AA possui diferentes funções biológicas. Atua como cofator de vias 

metabólicas, como na síntese do colágeno e do neurotransmissor noreprinefina 

(PADH, 1990). Em altas concentrações farmacológicas, atua como pró-oxidante, 

induzindo a formação de peróxido de hidrogênio, explorado na clínica para o 

tratamento do câncer (CHEN et al., 2005; DU; CULLEN; BUETTNER, 2012; DRISKO 

et al., 2018; WELSH, 2013). A sua função antioxidante é responsável pela eliminação 

de ROS e radicais livres (e.g., radical hidroxila e o ácido hipocloroso) (CADET; 

RICHARD WAGNER, 2013). O uso de vitamina C em concentrações fisiológicas 

mostra auxiliar na diminuição dos efeitos colaterais induzidos por quimioterápicos 

(BAZZAN et al., 2018; ABDEL-DAIM et al., 2019). 

O AA é solúvel em água e em pH fisiológico a forma predominate é o 

monoânion AscH- (ascorbato) e a forma oxidada do ascorbato é o dehidroascorbato 

(Figura 4) (DU et al., 2012). A vitamina C entra na célula com auxílio dos 

transportadores dependentes de sódio (SVTC1) e da proteína transportadora de 

glicose (GLUT) ( Figura 4). Na meio intracelular restaura o equilíbrio redox e induz a 

transcrição de genes que codificam proteínas que atuam em resposta ao aumento do 

estresse oxidativo (Figura 4).  
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Estudos mostram o efeito protetivo do AA em baixas concentrações contra o 

estresse oxidativo, danos genômicos e apoptose (CHENG et al., 2018; GHAZANFAR; 

SHAHID; QURESHI, 2018; DE JESUS, 2018; CASTELO-BRANCO et al., 

2019;KOOHIAN et al., 2020). E quando associado à quimioterápicos não interfere na 

ação do antineoplásico (SIDDIQUE; BEG; AFZAL, 2007). 

4 Teste de Micronúcleo e Alterações Nucleares Eritrocíticas  

Xenobiótios podem ser clastogênicos, quando levam à quebras na molécula de 

DNA, e/ou aneugênicos, se afetam a segregação cromossômica e levam àperda de 

parte do material genético (EVGENIEVA et al., 2016). Quando os danos não são 

reparados, umas dasas consequências é a formação de alterações nucleares, que 

Figura 4. Mecanismos de ação propostos para a vitamina C em células de mamíferos. A 

vitamina C dietética pode ser transportada para a célula por meio de transportadores 

dependentes de sódio (SVCT). O SVCT1 tem uma afinidade maior, mas menor capacidade 

de transporte para a vitamina C do que o SVCT2. O produto oxidado da vitamina C, é o 

dehidroascorbato (DHA), que é transportado para a célula via GLUT. O DHA pode ser 

reduzido de volta ao ascorbato. A produção de ROS é inerente ao metabolismo aeróbio. 

Está se tornando cada vez mais claro que os ROS são parte integrante da função e defesa 

celular. ROS são moléculas de sinalização celular importantes e podem refletir o ambiente 

redox da célula. A vitamina C auxilia na manutenção do ambiente redox celular estável. 

(Adaptado de Beva et al., 2010). 
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são preditivas de toxicidade (CARRASCO et al. 1990; GOMES et al., 2015; FARAG; 

ALAGAWANY, 2018; HANDA; JINDAL, 2020; SHAHJAHAN, 2020).   

Das alterações nucleares, a mais compreendida é o micronúcleo (MN) (Figura 

5), um pequeno núcleo extranumerário de até um terço do tamanho do núcleo principal 

(HEDDLE, 1973;SCHMID, 1976; MÜLLER; STREFFER, 1994). A origem do MN é a 

partir de cromossomos inteiros, cromossomos acêntricos (sem o centrômero) ou 

fragmentos cromossômicos que não segregaram durante a anáfase e foram 

envolvidos pela membrana nuclear na telófase (SCHMID, 1976; MÜLLER; 

STREFFER, 1994). Como necessita de ao menos uma divisão celular para ser 

formado,  somente é possiível de ser observado em células que, além de se dividirem, 

possuem cinética da divisão celular compreendida, ou que pode ser controlada 

(FENECH, 2008). Seja em células da medula óssea, assim como em eritrócitos do 

sangue periférico, o teste de micronúcleo é um dos mais bens estabelecidos ensaios 

citogenéticos (FENECH, 2008). A análise dessa alteração nuclear em eritrócitos 

anucleados é possível porque os MNs permanecem no citoplasma mesmo após a 

expulsão do núcleo principal (SCHMID,1975). Da análise clássica em mamíferos, a 

partir dos anos 1980 o teste de micronúcleo começou a ser utilizado para avaliar a 

clastogenicidade de carcinogênicos em peixes (AL-SABTI, 1986a; AL-SABTI, 1986b; 

METCALFE, 1988). 

Outras alterações nucleares induzidas por genotoxinas foram descritas, 

contudo, os mecanismos responsáveis pelas suas formações são menos conhecidos 

comparados ao MN (CARRASCO et al., 1990).  O núcleo blebbed (Figura 5C) é uma 

evaginação da membrana nuclear, que forma uma modificação semelhante à uma 

protusão, como consequência de alterações na estrutura da lâmina nuclear 

(CARRASCO et al., 1990; FUNKHOUSER et al., 2013). O núcleo chamado de bud 

(Figura 5D), apresenta uma alteração na forma de brotos, e é formado pela quebra 

em um local, de pontes que unem os cromossomos durante a segregação na anáfase, 

ou mesmo pela expulsão do excesso de DNA pelo núcleo (LINDBERG et al., 

2007;PAMPALONA et al., 2010; GOMES et al., 2015). O núcleo notched (Figura 5E), 

exibe uma invaginação bastante profunda da membrana nuclear e é uma aneuploidia 

resultante da falha na polimerização da tubulina que forma o fuso mitótico 

(CARRASCO et al., 1990; FERNANDES et al., 2007). O núcleo lobed (Figura 5F), 

possui evaginação maior que o núcleo bud, e sua formação semelhante à alteração 
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anterior, é decorrente da eliminação de DNA amplificado do núcleo (ÇAVAŞ; 

ERGENE-GÖZÜKARA, 2005).O núcleo vacuolated (Figura 5G) possui uma região da 

cromatina que não é corada, provavelmente causa da dissociação de cromátides 

(CASTOLDI; MITUS, 1968; CARRASCO et al., 1990). Os núcleos arredondados e 

intensamente corados são chamados de condensado (Figura 5H), com morfologia 

semelhante a de células apoptóticas e de núcleos com alterações epigenéticas 

(OBERHAMMER et al., 1994; FURUSAWA et al, 2015; GOMES et al., 2015; 

DAMODARAN et al., 2018). 

 

5 Zebrafish 

Estudos correlacionais, como análises toxicológicas, não podem ser realizadas 

diretamente em seres humanos por questões éticas, portanto, faz-se necessário 

muitas vezes, a utilização de animais não-humanos para avaliar as consequências da 

exposição à agentes tóxicos (BRUSICK, 1980). Os mamíferos são os modelos 

biológicos mais comumente utilizados na toxicologia, ea escolha de qual modelo 

animal utilizar (e.g., rato, camundongo, cachorro, coelho), depende da semelhança 

genética com os seres humanos, o que está relacionado às respostas aos agentes 

tóxicos ou possivelmente tóxicos, e também o custo do animal (BRUSIK, 1980). 

Insetos (Drosophila melanogaster), nematodos (Caenorhabditis elegans), crustáceos 

(Daphnia) e peixes (Danio rerio) são alternativas aos roedores em análises 

toxicológicas (SHAW et al., 2008;GIACOMOTTO; SÉGALAT, 2010). 

O zebrafish (D. rerio) é um peixe de pequeno porte, que atinge cerca de 5 cm, 

e de fecundação externa, com vida útil que varia entre 42-66 meses (ZHANG; 

WILLETT; FREMGEN, 2003; ZFIN). Natural da região tropical e subtropical que 

compreende o sul da Ásia (SOLA; GORNUNG, 2001).O uso de um modelo biológico 

adequado é respaldado por análises evolutivas, que mostram o quão conservado os 

mecanismos biológicos são entre as espécies, possibilitando a realização de estudos 

correlacionais (KIM, KOO, KNOBLICH; 2020). Setenta por cento do genoma do 

zebrafish é homólogo ao de seres humanos, e mais de 80% dos genes associados à 

doenças humanas tem seu equivalente na espécie (HOWE et al., 2013). Adiciona-se 

orápido desenvolvimento embrionário de órgãos e tecidos, que são semelhantes aos 

de mamíferos, no que refere à anatomia, fisiologia e características moleculares, o 
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zebrafish permite transpor testes que comumente seriam realizados somente in vitro 

para o in vivo (MCGRATH; LI, 2008; GAMSE; GORELICK, 2016). 

Análises toxicológicas com zebrafish começaram nos anos 50, na investigação 

da toxicidade de compostos naturais e sintéticos (BATTLE; HISAOKA, 1952; 

HISAOKA, K. K., HOPPER, 1957). E análises com os eritrócitos nucleados presentes 

em peixes, aves e anfíbios são comumente utilizados para a análise de anormalidades 

nucleares induzidas por xenobióticos (FARAG; ALAGAWANY, 2018; FENECH et al., 

2011; HARABAWY; MOSLEH, 2014). As análises hematológicas possibilitam a 

avaliação da citotoxicidade, em análises que consideram parâmetros como tamanho 

e morfologia celular, genotoxicidade, estresse oxidativo, atividade antioxidante, 

alterações no estado energético e morte celular (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Danos genômicos que ocasionam alterações na morfologia do núcleo e a perda de 

material genético forma observados em eritrócitos de zebrafish (ROCCO; PELUSO; 

STINGO, 2012; LE BIHANIC et al., 2016; SHAHJAHAN et al., 2019; SHAW et al., 

2020). 

HIPÓTESE 

H0: O ácido ascórbico não diminui os danos ao DNA e o estresse oxidativo 

causado pela cisplatina. 

H1: O ácido ascórbico diminui os danos ao DNA e o estresse oxidativo causado 

pela cisplatina. 

OBJETIVOS 

1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito do pré- tratamento de ácido ascórbico combinado ao tratamento 

com cisplatina em indivíduos adultos de zebrafish. 

1.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar o zebrafish como modelo experimental em análise toxicológica; 

• Identificar a presença de ENAs em eritrócitos do sangue periférico de 

zebrafish em diferentes tempos e tratamentos 

• Avaliar a frequência total de ENAs, bem como suas frequências relativas 

e possíveis correlações nos diferentes tempos e tratamentos;  
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• Observar a formação de pigmentos celulares em resposta à possível 

alteração na reciclagem de ferro no maior tempo de tratamento. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

1 Ensaio in vivo 

1.1 Animais de teste 

O protocolo de pesquisa aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) detém o número 53/2020. Os animais foram obtidos do LAQUA (Laboratório 

de Aquicultura da Escola de Veterinária-UFMG). Noventa e seis animais foram 

utilizados. Indivíduos machos e fêmeas adultos de D. rerio com tamanhos 

aproximados foram aclimatados em aquários de 40 L (polipropileno, poliestireno e 

isento de bisfenol A), com água declorada, à 24°- 28° C, com pH 7,0-8,0, fotoperíodo 

10h claro/14h escuro, e alimentados duas vezes ao dia com ração específica para 

peixes de pequeno porte (CONCEA, 2017). Os animais que apresentaram alterações 

visíveis na superfície externa (i.e. machucados, alterações de coloração) não foram 

utilizados para os experimentos. Os animais de teste foram mantidos em ambiente 

com sistema de recirculação de água e foi monitorada a sua sobrevivência durante o 

período de experimento. Os animais não foram alimentados durante o período de 

teste. 

1.3 Anestesia e eutanásia 

A anestesia doi realizada através de banho de imersão em eugenol (GRUSH; 

NOAKES; MOCCIA, 2004, adaptado). Os animais somente foram imobilizados para 

obtenção da amostra de sangue periférico através de punção caudal, após os 

movimentos operculares diminuiram, ocorrer perda total do equilíbrio e apresentarem 

incapacidade de reagir à estímulos (CONCEA,. 2017). Após a retirada da amostra, os 

animais foram eutanasiados com banho de imersão em sobredose de eugenol até os 

parâmetros responsivos mencionados acima serem observados (CONCEA, 2018). 

1.4 Substâncias de teste 

O ácido ascórbico (Sigma-Aldrich) foi utilizado na concentração de 1mM (PUTY 

et al., 2014). A concentração de cisplatina foi de 1,4 µg/g (ANTUNES; DARIN; 

BIANCHI, 1999, com adaptação).  
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1.2 Parâmetros físico-químicos 

Parâmetros de qualidade da água (pH e amônia) foram avaliados para cada 

tempo experimental durante o início e fim do experimento (do momento do pré- 

tratamento ao tempo final). Utilizamos o kit da Alcon Kit Test (labconTest). 

1.5 Delineamento experimental 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os tempos de 

tratamento foram de 4h, 24h e 96h de exposição à cisplatina. O pré-tratamento de AA 

foi feito 24h antes (PUTY et al., 2014). 

1.6 Alterações Nucleares Eritrocíticas (ENAs) 

Oito animais por grupo experimental foram utilizados para a avaliação conjunta 

de micronúcleo e ENAs. Cada animal é uma replicata. Os animais foram anestesiados 

como descrito anteriormente e colocados numa cama de espuma umidecida com água 

do aquário. Foi retirado um pequeno volume de sangue através de punção caudal, 

com auxílio deseringa contendo anticoagulante (Na2 ‐ EDTA 0,5 M) (GOMES et al., 

2015). A amostra foi espalhada sobre uma lâmina com auxílio de lâmina extensora, e 

os esfregaços foram secos ao ar por 12h. As células foram fixadas e coradas com 

May-Grunwald diluído em metanol 100% pelo tempo de 1 min 30s. Após, 1 mL de 

água destilada foi depositada sobre a lâmina. Após 1 min, o corante foi removido eas 

células foram coradas com Giemsa 10% (1 gota de corante Giemsa para cada 1mL 

de água destilada) por 13 min. O excesso de corante foi removido com auxílio de 

pequena quantidade de água destilada, e deixada secar em posição vertical. Após a 

secagem em temperatura ambiente, as lâminas permanentes foram montadas e 

observadas em microscópio de luz Primo Star (ZEISS), em objetiva de 100X com óleo 

de imersão. Foram avaliados 2.000 eritrócitos por lâmina, totalizando 16.000 

eritrócitos por grupo experimental. As células analisadas apresentavam membrana 

celular intactas, e as alterações avaliadas foram reportadas anteriormente 

(CARRASCO et al. 1990; GOMES et. al, 2015). 

1.7 Histologia 

1.7.1 Protocolo de inclusão em parafina 

Quatro animais de cada grupo experimental da análise anterior foram fixados 

em formaldeído 10% para a histologia. As amostras dos animais foram desidratados 

em série alcoólica (85%,90%,95% e álcool absoluto I, II, III) pelo tempo de 30 min. Em 
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seguida foram diafanizadas em xilol (I, II e II) por 30 min. E infiltradas em parafina (I e 

II) pelo mesmo tempo. As amostras emblocadas foram cortadas em espessura de 7 

µm (YOUSIF; QASEM, 2016). 

1.7.2 Análise histoquímica pela coloração de Pearls 

Para cada uma das quatro amostras emblocadas, uma lâmina foi corada pela 

método de Perls (RIBEIRO et al., 2011). 

As lâminas foram desparafinadas com xilol (I e II) por 3 min, hidratadas em 

etanol (Absoluto I e II, 95° I e II) também pelo tempo de 3 min e lavadas em água 

destilada. Foram então coradas pelo método de Pearls por 20 min. Posteriormente 

foram lavadas em água destilada e em seguida em água corrente, hidratadas em 

etanol (95° I, II e II, absoluto I, II e III) por 3 min, seguida de diafanização em xilol (I, II 

e III) por 3 min. Ao fim foram montadas com bálsamo. Uma seção por animal foi 

analisada em microscópio de luz Primo Star (ZEISS) em objetiva de 40x com ocular 

reticulada (Olympus, 10X). 

2 Análise Estatística 

Os resultados foram obtidos usando o software GraphPad Prism Versão 5.1 

(San Diego, CA, USA). Para os dados não-paramétricos, utilizamos o teste de Qui-

quadrado (p< 0,05). A correlação foi determinada através da Correlação de Spearman 

(p<0,05 e p<0,001). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Parâmetros da água e sobrevivência 

A Tabela 1 mostra os valores de parâmetros da água avaliados no início do 

experimento (pré-tratamento) e fim de cada tempo experimental. 

 

Os animais foram mantidos em água à temperatura de 24°-28° (SCHAEFER; 

RYAN, 2006). Os parâmetros de pH e amônia estiveram de acordo com o 

recomendado para D. rerio (EMERSON et al., 1975;LAWRENCE, 2007). 

Apenas um animal não sobreviveu até o fim dos períodos de teste ( tratamento 

com CIS em T24). 

Análises de genotoxicidade 

As ENAs encontradas foram micronúcleo (MN), blebbed (BL), bud (BU), 

notched (NO), lobed (LO), vacuolated (VA) e condensed (CO) (Figura 5) (HEDDLE, 

1973; CARRASCO et al., 1990; GOMES et al., 2015). 

Tabela 1. Valores dos parâmetros de pH e amônia obtidos no início e fim do 
experimento. 

 

Figura 5. Alterações nucleares em eritrócitos do sangue periférico de Danio rerio. A- 
Eritrócitos com núcleos sem nenhuma alteração (núcleos normais); B- Micronúcleo; C- 
Blebbed; D- Bud com fino fragmento de cromatina ligando-ao núcleo; E- Notched; F- 
Lobed; G-Vacuolated e H- Núcleo condensado. As setas vermelhas indicam células com 
alterações. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 100X. Foto: Do 
autor.Tabela 1. Valores dos parâmetros de pH e amônia obtidos no início e fim do 
experimento. 

 

Figura 6. Alterações nucleares em eritrócitos do sangue periférico de Danio rerio. A- 
Eritrócitos com núcleos sem nenhuma alteração (núcleos normais); B- Micronúcleo; C- 
Blebbed; D- Bud com fino fragmento de cromatina ligando-ao núcleo; E- Notched; F- 
Lobed; G-Vacuolated e H- Núcleo condensado. As setas vermelhas indicam células com 
alterações. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 100X. Foto: Do 
autor.Tabela 2. Valores dos parâmetros de pH e amônia obtidos no início e fim do 
experimento. 

 

Figura 7. Alterações nucleares em eritrócitos do sangue periférico de Danio rerio. A- 
Eritrócitos com núcleos sem nenhuma alteração (núcleos normais); B- Micronúcleo; C- 
Blebbed; D- Bud com fino fragmento de cromatina ligando-ao núcleo; E- Notched; F- 
Lobed; G-Vacuolated e H- Núcleo condensado. As setas vermelhas indicam células com 
alterações. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 100X. Foto: Do 
autor.Tabela 3. Valores dos parâmetros de pH e amônia obtidos no início e fim do 
experimento. 

 

Tabela 4. Valores dos parâmetros de pH e amônia obtidos no início e fim do 
experimento. 

 

Figura 8. Alterações nucleares em eritrócitos do sangue periférico de Danio rerio. A- 
Eritrócitos com núcleos sem nenhuma alteração (núcleos normais); B- Micronúcleo; C- 
Blebbed; D- Bud com fino fragmento de cromatina ligando-ao núcleo; E- Notched; F- 
Lobed; G-Vacuolated e H- Núcleo condensado. As setas vermelhas indicam células com 
alterações. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 100X. Foto: Do 
autor.Tabela 5. Valores dos parâmetros de pH e amônia obtidos no início e fim do 
experimento. 

 

Figura 9. Alterações nucleares em eritrócitos do sangue periférico de Danio rerio. A- 
Eritrócitos com núcleos sem nenhuma alteração (núcleos normais); B- Micronúcleo; C- 
Blebbed; D- Bud com fino fragmento de cromatina ligando-ao núcleo; E- Notched; F- 
Lobed; G-Vacuolated e H- Núcleo condensado. As setas vermelhas indicam células com 
alterações. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 100X. Foto: Do 
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O número total de ENAs observadas entre as variáveis tempo de exposição 

(T4,T24 e T96) e tratamento (CT, AA, AA+CIS e CIS) são mostrados no Gráfico 1. 

 

 

Gráfico 1. Total do número de ENAs em ensaio in vivo com D.rerio. Os valores 

com letras diferentes diferem pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05). 

Figura 5. Alterações nucleares eritrocíticas em D. rerio. São mostradas em A 
eritrócitos com núcleos com morfologia normal; B- Micronúcleo; C- Blebbed; D- 
Bud; E- Notched; F- Lobed; G- Vacuolated e H- núcleo condensado. Aumento 
de 100X. Foto: Do autor. 
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Em T4, o total de ENAs aumentaram nos tratamentos com AA e AA+CIS, 

diferindo dos grupos CT e CIS (Gráfico 1). Segundo Bevan e colaboradores (2010) 

aumento da concentração de AA em pouco tempo, pode causar lesões ao DNA. O 

aumento de ENAs talvez possa ser somado a saturação dos mecanismo de reparo de 

danos ao DNA. O baixo total de alterações no grupo tratado com CIS em nesse tempo 

pode ser consequência de sua inativação pela glutationa (GSH), um antioxidante 

endógeno que está envolvida com a resistência à CIS (FUERTES; ALONSO; PÉREZ, 

2003). O efeito da inativação da CIS pela GSH é bastante evidente na redução da 

dose letal do fármaco de 70 µmol/kg para 45 µmol/kg em camundongos tratados com 

um inibidor seletivo da via de síntese do GSH (SAUFI, 1990).  

Em T24 o total de ENAs se assemelham nos grupos AA e CIS, diferindo do CT 

e do grupo AA+CIS. O grupo tratado com a combinação de AA+CIS mostra um pico 

considerável no total de alterações (Gráfico 1). Os mecanismode de reparo de danos 

ao DNA parecem ainda estarem saturados em T24. 

Nos grupos tratados por 96h, o CT diferiu dos demais grupos nesse tempo, 

assim como o grupo AA+CIS. O total de ENAs foi semelhante nos grupos AA e CIS 

(Gráfico 1). Utilizamos a concentração de 1 mM de AA, igualmente à Puty e 

colaboradores (2014), no mesmo modelo experimental e via de administração. Os 

autores mostraram efeito protetivo da vitamina C contra à ação semelhante à 

ansiogênica do metilmercúrio. 

Quando analisamos o cinética de alterações, observamos o aumento constante 

no total de ENAs nos dois primeiros tempos de exposição, com notável pico de 

alterações nos tratamentos com AA+CIS) (Gráfico 1). Em T96, segue-se uma 

diminuição considerável das alterações, tanto para o tratamento com AA, que reduziu 

o total de alterações ao longo dos tempos, quanto para o grupo combinado AA+CIS 

(Gráfico 1). O comportamento de aumento seguido de redução das alterações foi 

igualmente observado em outros trabalhos (CAVAS; GARANKO; ARKHIPCHUK, 

2005; YADAV; TRIVEDI, 2009; ÖZKAN et al., 2011).  

O total de ENAs maior no grupo AA+CIS em T4 e T24 pode ser consequência 

do sinergismo entre os compostos.  Longchar e Prasad (2015), estudaram o efeito 

dessa combinação em ascite de murino. Observaram que o AA aumentava o efeito 

genotóxico da cisplatina, quando comparado ao tratamento com o antineoplásico 
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somente. Mas, ao mesmo tempo, o AA desempenhava um efeito protetivo, 

melhorando alterações histopatológicas no fígado, rins e testículos, juntamente com 

melhoras em testes de função renal, teste de função hepática e anormalidade do 

esperma. Em síntese, ao mesmo tempo em que o AA aumentou a genotoxicidade da 

CIS, teve efeito protetivo dos tecidos contra os efeitos colaterais do antineoplásico  

(LONGCHAR; PRASAD, 2015). 

Os danos causados pela CIS levam à ativação da proteína Mut L homológo-1 

(MLH1), um dos componentes dos mecanismo de reparo por incompatibilidade de 

bases, que corrige erros que ocorrem durante a replicação e a recombinação do DNA, 

e também erros induzidos por danos à molécula (KOLODNER; MARSISCHKY, 1999). 

A MLH1 ativa a tirosina quinase c-Abl, que pode fosforilar ou estabilizar, dependendo 

do causador de danos ao DNA e o tipo celular, a proteína p73, um homólogo de p53, 

que para o ciclo celular (GONG et al., 1999; AGAMI et al., 1999). O ácido ascórbico 

também ativa MLH1 (KOLODNER; MARSISCHKY, 1999). A MLH1, juntamente com 

o fator de transcrição p53 promove o arrasto do ciclo celular e a apoptose 

(VIKHANSKAYA et al., 1999). 

 A manutenção no total de ENAs no grupo tratado com CIS em T24 e T96 

(Gráfico 1), sugere efeito remissivo nos grupos de AA+CIS, e o estabelecimento de 

dano gênomico de longo prazo no grupo CIS.  

A Tabela 2 mostra a frequência relativa de ENAs em cada tempo e tratamento.  

 

 

Tabela 2. Frequência de cada alteração individual (%). 

 

Tabela 8. Frequência de cada alteração individual (%). 
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A análise incluiu 16.000 células por grupo experimental. A alteração mais 

frequente foi núcleo CO, seguido de núcleo NO. As ENAs menos frequentes foram 

núcleos LO e VA.  

Nos grupos AA e AA+CIS em T4 e AA, AA+CIS e CIS em T24 a presença 

marcante de núcleos CO sugerem que os danos ao DNA foram tão críticos que, por 

não terem sido reparados, as células entraram em apoptose. O efeito do AA e o 

sinergismo da combinação AA+CIS aumentou a poptose em células de carcinoma de 

cérvix humano (SiHa), células de adenocarcinoma gástrico humano (AGS) e em ascite 

induzida em murino, no qual o AA levou à superexpressão da proteína p53, e a 

geração de peróxido de hidrogênio, com consequente aumento da morte celular 

(LONGCHAR; PRASAD, 2015; LEEKHA et al., 2016; GHAVAMI; SARDARI, 2020). A 

apoptose foi mais frequente quando as células AGS foram expostas somente ao AA 

e à combinação com cisplatina (GHAVAMI; SARDARI, 2020). O metabolismo dos 

compostos após T96 parece conduzir à um nível de danos próximo ao basal (Gráfico 

1, Tabela 2). 

Gomes e colaboradores (2015) mostraram e presença considerável de núcleos 

NO em eritrócitos de O. niloticus tratadas com cádmio. No trabalho de Harabawy e 

Mosleh (2014) as variações de núcleo NO também estiveram entre as ENAs mais 

comuns. 

O MN teve frequência relativa considerável em alguns grupos (Tabela 2). De 

todas as alterações nucleares, o MN é a mais bem compreendida. (LUZHNA; 

KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013; EVGENIEVA; SUTIAGINA; ONISHCHENKO, 2016). 

O MN é um biomarcador de danos genômicos induzidos por genotoxinas (LUZHNA; 

KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013). Contudo em peixes, parace não ser suficiente para 

avaliar as consequências de exposição a genotóxicos da exposição.Para Carrasco e 

colaboradores (1990), à exemplo do teste de micronúcleo performado em mamíferos 

(e. g. camundongo), a análise de MNs em peixes deve indicar a presença, e não 

necessariamente a ausência de atuação do genotóxico. Isso indica que a frequência 

das demais ENAs pode ser utilizada como indicativo de potencial genotóxico quando 

a frequência de MNs for baixa. Considerando o pico de eritrócitos com MN no sangue 

periférico de peixes teleósteos, evidentemente ocorre uma variação interespecífica, 

mas ocorre em cerca de 1-5 dias após exposição, e mais comumente após 2-3 dias 
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(UDROIU, 2006). Isso porque o MN é formado durante a divisão celular, e sua 

frequência é dependente da proporção de células em divisão e do número de divisões 

após o tratamento (TERRADAS et al, 2010). Nesse mesmo tempo de tratamento com 

CIS, o pré-tratamento com AA dez minutos antes, inibiu em até 70% as aberrações 

cromossômicas em células da medula óssea de ratos (ANTUNES; DARIN; BIANCHI, 

1999). A menor frequência de núcleos VA também foi observado por Handa e Jindal 

(2020) em Ctenopharyngodon idellus exposta ao cádmio. 

Estudos mostraram que algumas ENAs podem estar correlacionadas 

(SERRANO-GARCA; MONTERO-MONTOYA, 2001; GOMES et al., 2015). A Tabela 

3 mostra a correlação entre as ENAs em cada tratamento (p<0,005 e p< 0,001). 

No grupo CT em T24 o s núcleos BU e LO estiveram correlacionados (p<0,001). 

No mesmo tratamento em T96 houve correlação entre MN e BU, MN e LO e LO e BU 

(p<0,001). No tratamento AA+CIS em T24, a correlação foi entre MN e CO (p<0,05). 

No grupo tratado com CIS em T4, MN e BL estiveram correlacionados (p<0,001). No 

mesmo tratamento em T24 a correlação presente foi entre BL e VA (p<0,05) e em T96 

entre BU e CO (p<0,05). Nossos dados parecem indicar que o maior número de 

correlação no CT demostram ENAs que possuem origem em comum. 
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     *Indica p<0,05 

      **Indica p<0,001 

Em T96 o total de ENAs parece ser devido a alteração na reciclagem de 

hemácias (GOMES et al., 2015). As hemácias são degradadas nos anfíbios, répteis e 

peixes nos centros melanomacrofágicos (MMCs), encontrados no rim, baço, timo e 

fígado, que são constituídos por agregados de macrófagos (WOLKE, 1992; RUND; 

CHRISTIANSEN; JOHNSON, 1998; LOUMBOURDIS; VOGIATZIS, 2002; BLAZER, 

2002; AGIUS; ROBERTS, 2003; FISHELSON, 2006). 

Tabela 3. Matriz de coeficiente de Correlação de Spearman (R) entre as ENAs no 
mesmo grupo experimental. 

 

Tabela 9. Matriz de coeficiente de Correlação de Spearman (R) entre as ENAs no 
mesmo grupo experimental. 
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A hemocaterese nos peixes ocorre principalmente no baço (BORGIOLI; FRANGIONI, 

1997). Esse órgão apresenta o mais alto nível de hemossiderina em relação aos 

outros tecidos hematopoiéticos de peixes  (AGIUS, 1981). A hemossiderina é um 

pigmento azul-esverdeado que contém ferro férrico, derivado da degradação da 

hemoglobina (Figura 6) (AGIUS; ROBERTS, 2003; KRANZ, 1989;BLAZER, 2002). 

 A Tabela 4 mostra os resultados da análise qualitativa para hemossiderina e 

lipofucsina após 96h de exposição aos tratamentos. 

 

       + indica presença de marcação 

       – ausência de marcação 

Tabela 4. Marcação de hemossiderina e lipofucsina em D.rerio. 

 

Tabela 10. Marcação de hemossiderina e lipofucsina em D.rerio. 

Figura 6. Coloração de Pears mostrando marcação de hemossiderina e 
lipofucsina em D. rerio. Aumento de 40X. Foto: Do autor. 
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A hemossiderina estava presente na maioria dos animais do grupo CT, menos 

frequente nos grupos AA e AA+CIS, e ausente no grupo tratado com CIS (Tabela 4). 

A elevação do total de ENAs nos grupos tratados com AA e sua redução em 

T96 (Gráfico 1), e a marcação de hemossiderina nos grupos AA e AA+CIS parece 

indicar comprometimento na via de formação da hemossiderina. A ausência de 

hemossiderina no grupo CIS sugere um comprometimento da população de 

macrófagos, ou mesmo, a morte celular das hemácias por necrose. De fato, a 

exposição à alguns agentes tóxicos como o cádmio, levam à uma variação numérica 

da população rica em linfócitos, sendo reduzida principalmente após período de 48 

horas (GOMES et al., 2021).  

A lipofucsina foi observada em todos os animais do grupo CT, menos 

freuquente nos frupos AA e AA+CIS e no grupo tratado com CIS não foi houve 

marcação (Tabela 4). A lipofuscina é um pigmento resultante da oxidação de lipídios 

ou lipoproteínas insaturadas, como resultado da atividade lisossomal dos macrófagos 

e exibe coloração marrom-amarelado (Figura 6) (AGIUS, 1985, BLAZER, 2002). A 

diminuição ou mesmo ausência nos tratamentos com CIS indicam o comprometimento 

no processo de desintoxicação celular. A ausência de marcação nos grupos CIS e em 

comparação com o CT e os tratamentos com AA e AA+CIS para ambos os pigmentos 

sugerem efeito antioxidante do AA, entretanto devem ser realizado ensaios para 

confirmar essa hipótese. No mais, os mecanismos pelo qual o AA reduz a ação 

oxidante de genotóxicos ainda permanecem incertos (KURBACHER et al., 1996). 

CONCLUSÕES 

- O zebrafish mostrou ser um bom modelo para detectar efeitos genotóxicos da 

cisplatina in vivo; 

- A análise de ENAs permitiu observar alterações genotóxicas através da 

determinação das frequências totais; 

- A análise da frequência relativa de ENAs permitiu observar os tipo de ENAs 

associados aos tratamentos com AA e CIS;.  

- O AA não exerceu efeito protetivo precoce em 4h e 24 hs de exposição à CIS; 
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- O AA exerce efeito protetivo após exposição à CIS por 96h. 
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