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RESUMO

Diversas condicBes ambientais sdo capazes de induzir diferentes danos aos
organismos. Quando o dano ocorre no DNA s&o considerados genotoxicos e
caracterizados por alteracbes nas expressdes génicas, no processo de
replicacdo e no reparo cromossémico que levam a instabilidade génica e
eventualmente a morte celular. Neste trabalho utilizamos o cadmio como agente
indutor de genotoxicidade em tilapias. Apés a andlise de eritrécitos,
estabelecemos a relagdo temporal entre marcadores de viabilidade, reparo e
danos celulares. Estudamos temporalmente a concentracdo de cadmio em
diversos Orgdos e tecidos das tilapias tais como baco, hepatopancreas,
branquias, rim cranial, musculo e sangue, sendo o baco o 6rgdo de maior
retencdo. Os trabalhos publicados e os dados adicionais contidos nesta tese
indicam que o efeito genotoxico do cadmio esta associado prioritariamente a sua
concentracdo sistémica. Os parametros de viabilidade e reparo celular
participam de forma sequencial e distinta nas diferentes concentragdes e tempos
testados. Adicionalmente, processos hemocateréticos realizados principalmente
por centros melanomacrofagicos do baco sugerem sua participacdo na remocao
de eritrocitos portadores de alteracbes nucleares da circulacdo. Dentre as
alteracdes nucleares eritrociticas estudadas, as frequéncias de bolha nuclear,
vacuolizacdo e condensacdao nuclear sdo alteradas durante a exposi¢ao e nucleo
lobado e broto nuclear no periodo de depuracdo. Em paralelo, propusemos a
quantificacdo de alteragbes nucleares eritrociticas utilizando a técnica de
citometria de fluxo e estabelecemos um método analitico para determinacao de

cadmio em tecidos utilizando tilapias como modelo biologico.

Palavras-chave. Nrf2, H2AX, genotoxicidade, espécies reativas de oxigénio

(ROS), danos celulares, hemocaterese e cadmio.



ABSTRACT

Several environmental conditions induce different damages to organisms. When
damage occurs in the DNA, it is considering genotoxics and characterized by
alterations in gene expressions, defects in chromosome replication and repair
processes. These events could lead to genetic instability and cells death. In this
study, we used cadmium as inducing agent of genotoxicity in tilapia. After the
analysis of erythrocytes, we established the temporal relationship between
viability markers, repair and cellular damage. The cadmium concentrations were
analyzed in various organs and tissues of tilapia such as spleen, hepatopancreas,
gills, head kidney, muscle and blood. The spleen presented the higher cadmium
content after exposure. Published papers and additional data in this study
indicate that the genotoxic effect of cadmium is associated primarily to its
systemic concentration. The viability and cell repair parameters participate
sequentially in different ways to different concentrations and times tested.
Additionally, hemocateretic processes mainly performed by spleen
melanomacrophage centers suggest their involvement in removal of nuclear
alterations from blood stream. Among the erythrocyte nuclear alterations studied,
the frequencies of blebbed, vacuolization and nuclear condensation were
changed during exposure and lobed and bud in depurate period. In parallel, we
proposed quantifying erythrocyte nuclear alterations using a flow cytometry
technigue and established an analytical method for the determination of cadmium

in tissues using tilapia as a biological model.

Key words. Nrf2, H2AX, genotoxicity, reactive oxygen species (ROS), cellular

damage and cadmium.
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INTRODUCAO

1. Geral

O aporte crescente de xenobidticos (compostos estranhos aos
organismos) no meio ambiente tem sido relacionado principalmente ao
crescimento populacional e ao avancgo tecnologico, resultando na liberacdo de
numerosos agentes téxicos. Esses geralmente sdo produzidos por atividades
industriais, agricolas e domésticas (Cajaraville et al., 2000).

Esta contaminacdo ambiental vem contribuindo para a reducdo da
qualidade dos diversos compartimentos (agua, sedimento, ar, solo), bem como
para o comprometimento da salde dos seres vivos que neles habitam. Os efeitos
da liberacdo inadequada de toxicos no ambiente podem ser detectados em
niveis macroscoépicos (populacado, individuos) e microscoépicos (tecidos, células
e moléculas) (Cajaraville et al., 2000).

Dentre os poluentes mais prejudiciais ao ecossistema estdo 0os metais
pesados, as radiacdes e 0s compostos organicos, tais como pesticidas e drogas
(ATSDR, 2008). Metais pesados como o céadmio sdo frequentemente
relacionados ao aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), descritas como principais indutores de danos em &cidos nucleicos
(Pachecco e Santos, 1998; Ayylon e Garcia-Vazquez, 2000; Bertin e Averbeck,
2006).

2. ROS

Varios estudos sugerem que o DNA é afetado através do estresse
oxidativo e de seus efeitos indiretos em organismos expostos ao cadmio. Esses
efeitos podem ser caracterizados pela diminuicdo de antioxidantes
intracelulares, diminuicdo da atividade de enzimas relacionadas ao reparo de
DNA, oxidacdo de proteinas, peroxidacdo de lipideos e interrupcdo de
duplicagéo cromossémica, com eventual impedimento do ciclo celular (Figura 1)
(Uchida et al., 2004; Bertin e Averbeck, 2006; Joseph, 2009, Le et al., 2013,
Sayed et al., 2014).
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Figura 1. Esquema geral da consequéncia bioldgica da intoxicagdo de cadmio nas
células. O cadmio interfere em varios mecanismos importantes, tais como expressao
génica, ciclo celular, diferenciacdo e proliferacdo. A indugéo de estresse oxidativo pelo
cadmio afeta o DNA, as proteinas e os lipideos. Danos oxidativos estdo associados a
disfungdo mitocondrial, desequilibrio de defesas antioxidantes e apoptose. O estresse
oxidativo sobre as proteinas induz a ativagdo de HSPs (heat shock proteins — proteinas
de choque térmico) associada a resposta adaptativa, reestruturagdo proteica ou
degradacéo via ubiquitina-proteossomo. O dano oxidativo ao DNA leva a mutagfes e
cancer. A inibicdo de algumas vias de reparo do DNA contribui para o aumento de

mutacgdes e cancer (Bertin e Averbeck, 2006).

As membranas biolégicas em particular, também sdo extremamente
sensiveis a oxidacdo, que causa danos aumentando potencialmente a
permeabilidade e reduzindo a sua fluidez (Slater, 1982; Sakai et al., 1989; Ito et
al., 1999; Mai et al., 2010). Esses efeitos sdo recorrentes e encontrados em
diversos modelos bioldgicos também induzidos por concentracdes-traco de
cadmio, onde o aumento de peroxidacao lipidica em plasma, células hepéaticas,
musculares esqueléticas, renais e branquiais tem sido descrito (Karmakar et
al.,1999; Jurczuk et al., 2004; Yano e Marcondes, 2005).
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De acordo com a literatura, o equilibrio do complexo proteico envolvendo
as proteinas Keapl e Nrf2 formam um sistema-chave de defesa celular contra
estresse oxidativo. Nrf2 € um fator de transcricdo que ativa um conjunto de
importantes genes citoprotetores, como da glutationa transferases (GST),
subunidades de glutamato-cisteina ligase (Gclc e Gclm), heme oxigenasse 1
(Hmox1) e peroxiredoxina 1 (Prdx1) (Wang e Gallagher, 2013) que regulam uma
série de enzimas sequestradores de ROS, tais como catalase, glutationa
peroxidase, superdxido dismutase e tioredoxina (Kwak et al., 2001; Pietsch et
al., 2003; Ishii et al., 2004).

A Keapl regula a atividade de Nrf2 em resposta a estresse eventualmente
causado por agentes xenobioticos. Em condi¢des celulares normais, Keapl
degrada constitutivamente Nrf2 através da via proteassomal. Quando as células
Sao expostas a estressores tais como ROS, a degradacdo de Nrf2 é parada e
consequentemente Nrf2 é acumulada no nucleo o que induz a expressao de
genes-alvo através da formacdo de um heterodimero com sMaf (small Maf).
Além da degradacéo pela via Keapl, GSK-3 (glicogénio sintase-quinase-3) e [3-
TrCP (proteina contendo B-transducina) também estéo envolvidos na inibicdo de
acumulo de Nrf2. O heterodimero Nrf2-sMaf unem a sequéncias referentes a
ARE (elementos de respostas a antioxidantes) e induz a expressao de genes
antioxidantes que exercem funcéo de protecéo celular (Figura 2) (McMahon et
al., 2003; Katsuoka et al., 2005; Chowdhry et al., 2013). Este mecanismo esta
associado a reducédo de danos genotdxicos dependentes de ROS (Waisberg et
al., 2003).
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Figura 2. Esquema da via Keapl-Nrf2. Sob condi¢cdes normais (a esquerda), Nrf2 é

Degradagao protossomal

capturado por Keapl e constantemente degradado através da ubiquitinacdo (Ub) no
citosol. Quando as células sdo expostas a ROS (direita), Keapl é dissociado de Nrf2
que transloca-se para o nucleo e formam um heterodimero com sMaf para ativar genes
de desintoxicacdo e antioxidantes. GSK-3 catalisa a fosforilagdo de Nrf2 levando a
recrutamento de B-TrCP para posterior degradacdo de Nrf2 (adaptado de Suzuki et al.,
2016).

3. Genotoxicidade

A genotoxicidade se refere a alteracdo na estrutura geral, na disposicéo
dos cromossomos (clastogenicidade) ou nas sequéncias de pares de bases do
DNA (mutagenicidade) (Al-Sabti e Metcalfe, 1995). Danos no DNA podem ser
induzidos por exposicdo a agentes toxicos como radiacdo UV, tabaco e por
oxidantes exdgenos e enddgenos (Darzynkiewic et al., 1992).

Em cada fita simples de DNA podem ser geradas a cada 24 horas
aproximadamente 5000 lesdes, sendo que dessas, 99% sofrem reparo e 1% (50
lesdes) geram DSB (Double Strand Breaking — Quebra em Fita Dupla). De fato,
essas lesbes em fita dupla sdo criticas e podem resultar em morte celular ou
instabilidade génica comprometendo a regulacéo de ciclo celular que participam
na inducéo de efeitos carcinogénicos e epigenéticos (Darzynkiewic et al., 1992;
Joseph, 2009; Filipi¢, 2011; Xu et al., 2011).
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Os eventos envolvidos na resposta das células ao dano no DNA estédo
relacionados a um grande numero de modificacbes pos-translacionais de
proteinas que podem provocar interacdes entre as moléculas intracelulares,
ativando vias de sinalizag&o diversas. A ativacdo da via de sinalizacdo de reparo
apresenta quatro pontos criticos: o primeiro corresponde a interrupcao da
progressao do ciclo celular impedindo assim a transferéncia de DNA danificado
para células descendentes, o segundo ponto se refere a melhoria da
acessibilidade ao sitio danificado pela maquinaria de reparacdo do DNA, o
terceiro esta relacionado a ativacdo da maquinaria de reparo e o quarto ponto
critico se refere ao desencadeamento da apoptose ou inducdo da senescéncia
de células cujo DNA danificado ndo pode ser reparado com sucesso (Bakkenist
e Kastan, 2003, 2004; Helt et al., 2005).

A histona H2AX desempenha um papel critico no recrutamento de
fatores de reparo do DNA: atrai o mediador de danos proteina checkpoint 1
(MDC1), que também é fosforilada pela proteina ataxia-telangiectasia mutated
(ATM). MDC1 por sua vez, serve como suporte para o recrutamento de outras
proteinas necessarias para a ativacdo do gene breast cancer 1 (BRCA1) pelo
ATM, promovendo a parada do ciclo celular e a reparacdo do DNA. ATM fosforila
outros substratos-alvo, como a proteina checkpoint Chk2 e p53, que também séo
responsaveis pela interrupcao do ciclo celular ou apoptose se o dano ndo pode
ser reparado (Figura 3) (Paull et al., 2000; Giunta e Belotserkovskaya, 2010;
Nakamura et al., 2010).
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Figura 3. H2AX é um componente central de inUmeras vias de sinalizagdo em resposta
a DSBs (danos em fitas duplas de DNA). a. Existem varias categorias de origens de
DSB. Direto: a fosforilagdo do H2AX ocorre ap0s o tratamento com agentes que incluem
radiacdo ionizante (IR), drogas radiomimética ou ROS. Indiretos: drogas, produtos
guimicos e as modificac6es do DNA induzem estresse na replicacdo e na transcricéo
levando a DSBs. Reparo deficiente: as mutac6es nas proteinas de reparo de danos de
DNA (DDR) resultam em instabilidade génica, levando a DSBs. Telémeros erodidos:
teldmeros criticamente curtos que mostram pontas de fita dupla. Programado:
fosforilagdo de H2AX ocorre na recombinacdo V(D)J, CSR (recombinacdo por
interruptor de classe) e meiose. Infeccdo: a integracéo retroviral induz DSBs. b. Ataxia
telangiectasia mutated (ATM), ataxia telangiectasia relacionada com Rad3 (ATR) e
proteina quinase dependente de DNA (DNA-PK), respondem a DSBs, resultando na
fosforilagéo inicial de H2AX. Uma amplificacédo de sinal envolvendo H2AX, NBS1 e a
proteina mediadora de dano no DNA (MDC1) estimula ATM e aumenta a fosforilagéo de
H2AX. As proteinas fosfatases PP2A e PP4C ligam-se e desfosforilam yH2AX. c. Vias
de sinalizacdo: NBS1 e MDCL1 ligam-se a yH2AX, o que permite que o acumulo de
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proteinas DDR incluindo o complexo MRN (MRE11-RAD50-NBS1), RNF8, BRCA1 e
proteina de ligacédo a p53 (53BP1). RNF8 catalisa a ubiquitilacdo de H2AX, que recruta
RAP80 e BRCAL para DSBs através de ABRA1. O acumulo nos sitios de DSBs de
MCPH1 também depende de yH2AX. A MCPH1 esta envolvida na condensacao da
cromatina e na parada do ciclo celular, interagindo com BRCA1, NBS1, CHK1, 53BP1,
MDC1, ATR, RPA (proteina de replicacdo) e ATM. O complexo de remodelacdo da
cromatina participam do reparo no DNA. O complexo de histona acetiltransferase TIP60
humana (em levedura, Nua4) e os complexos Ino80 e Swrl de levedura interagem com
H2AX ou yH2AX. Os DSBs facilitam a associacdo entre TIP60 e UBC13, regulando a
acetilacdo de H2AX que é necesséria para a ubiquiticdo (Ub) de H2AX e sua liberagcdo
da cromatina. yH2AX é crucial para a recombinacdo homadloga das cromatides irmas.
As proteinas humanas séo representadas em azul escuro, proteinas de levedura em
azul claro. AID, citidina desaminase induzida por activacdo; CrVI, cromo hexavalente;
HU, hidroxiureia; RAG, V(D)J, proteinas ativadas por recombinacdo-ativacao; ROS,
espécies reativas de oxigénio; TOP, topoisomerase (adaptado de Bonner et al., 2008).

A deficiéncia na expressdo ou alteracdes mutagénicas nesta histona
tém sido relacionadas a ocorréncia de instabilidade génica (Bassing et al., 2002;
2003). De fato, alguns tipos de canceres tais como leucemia mieléide aguda e
leucemia linféide aguda foram associados a mutacfes ou dele¢Bes na regido
cromossOmica correspondente ao gene H2AX (Thirman et al., 1993).

Algumas vias de sinalizacdo de reparo génico comprometidas por
agentes genotoxicos tém sido associadas a ocorréncia de alteracdes
morfolégicas nucleares tais como micronucleo e bolha nuclear (blebs) como
observado em linhagens de MCF-7, PC3 e LLC pela a fosforilagdo da histona
H2AX no seu residuo C-terminal Ser139 pela ATM (Utani et al., 2011; Xu et al.,
2011).

4. Alteracdes morfolégicas nucleares

A maioria das pesquisas abordando a origem de alteracdes nucleares tem
sido dedicada a morfologia da lesdo nuclear denominada de micronucleo
(Osman et al., 2010, Harabawy e Mosleh, 2014). Mas outras alteracdes
nucleares também tém sido observadas, sugerindo que estas também devem

ser consideradas como consequéncia de falha na diviséo celular, processos de
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morte, genotoxicidade ou mutagénese (Schroeder, 1970; Tolbert et al., 1991,
Fenech et al., 1999). Estas sao descritas frequentemente como bolha nuclear ou
blebbed, broto nuclear ou bud, condensacao nuclear, fissura nuclear ou notched,
ndcleo lobado ou lobed, microndcleo e vacuolizacdo (Carrasco et al., 1990;
Grisolia et al., 2009) (Figura 4). Dados da literatura também sugerem a possivel
relacdo entre suas frequéncias, o tipo de agente genotoxico, a dose e o tempo
de exposicdo, mas um comportamento mais especifico frente aos percentuais
gerados sdo encontrados apenas em trabalhos recentes (Gomes et al., 2015,
Gusso-Choueri et al., 2016; Sadiqul et al., 2016).

Bolha Nuclear (Blebbeﬂ B‘)to Nuclear (Bud) . Nucleo Lobadi(Lobed) _
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Fea P '\ ® 9 \ ®
- - . . "
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Microntcleo Fissura nuclear (Notched) Vacuolizagdo nuclear
Condensacdo nuclear (seta pontilhada)

Figura 4. Alteracbes nucleares em eritrocitos de O. niloticus corado por by May-

GrUnwald. Barra=10pum. (Gomes et al., 2015).

A relacdo entre instabilidade génica e o surgimento de alteracbes
nucleares tem sido sugerida por diversos trabalhos na literatura, utilizando-se
desde cultura de células até avaliacbes de espécimes aquaticos oriundos de
ambientes contaminados (Souza e Fontanetti, 2006; Rocha et al., 2009; Barbosa
et al., 2010; Summak et al., 2010; Sayed et al., 2016). Ainda assim a utilizac&o
da técnica morfoldgica de citometria de fluxo ainda nédo figura nos trabalhos

referentes a quantificacdo de ANEs (alteracdes nucleares em eritrocitos).
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5. Citometria de Fluxo

Recentemente a utilizacdo de técnicas morfolégicas com maior
capacidade analitica focada em estudos nucleares tem aumentado (Anbumani e
Mohankumar, 2015; Nowicka et al., 2016). Ainda que os procedimentos
histologicos envolvidos na caracterizagcdo de alteracdes nucleares sejam
bastante eficientes e reprodutiveis, até o0 momento poucos séo correlatos aos
efeitos genotoxicos sob condi¢des in vitro e in vivo (Bishop et al., 2016; Mathew
et al., 2016).

A citometria de fluxo € um método sensivel de andlise que permite uma
rapida avaliacdo multiparamétrica de caracteristicas em grande numero de
células em pequeno intervalo de tempo (usualmente centenas a milhares de
células por segundo). A sua utilizacdo na avaliacao de efeitos genotdxicos tem
sido realizada com a utilizacao de fluorocromos especificos tais como Drag-5,
Hoechst e lodeto de Propideo. Estes séo intercalantes as bases nitrogenadas de
DNA e permitem avaliacbes quantitativas de apoptose, imunofenotipagem,
atividade metabdlica e viabilidade celular e permeabilidade de membrana
(Darzynkiewic et al., 1992; Vermes et al., 1995; Bunthof et al., 1999; Klimowicz-
Bodys, 2011; Anbumani e Mohankumar, 2015). Esta técnica tem sido utilizada
em inlUmeras abordagens em diferentes tipos celulares de diferentes organismos
aquaticos, geralmente utilizando marcadores fluorescentes (Sandsrom et al.,
2000, Klimowicz-Bodys et al., 2011).

Outras abordagens tém sido conduzidas utilizando citdmetro capaz de
adquirir imagens (Image Stream®) tais como determinagdo da intensidade de
conteudo de DNA, centromeros monocéntricos e dicéntricos, analise de
patogenos intracelulares e inflamacéo aguda (Saha et al., 2003; Delaporte et al.,
2008; Xi et al., 2011; Klimowicz-Bodys, 2011; Anbumani e Mohankumar, 2015;
Bayona et al., 2016; Beaton-Green et al., 2016; Haridas et al., 2016). Entretanto,
ainda nao foi estabelecido pela literatura cientifica um protocolo que permita uma
rotina rapida e eficiente de quantificacdo de eventos genotdxicos principalmente

associados a caracteristicas morfolégicas nucleares.
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6. Cadmio como indutor de instabilidade génica

O cadmio (Cd) € o elemento quimico de numero atémico 48 e de massa
atomica igual a 112,4u (unidade de massa atébmica). Esta situado no grupo 12 (2
B) da classificacao periddica dos elementos. O caddmio ocorre naturalmente na
crosta terrestre geralmente associado a zinco, chumbo, cobre e minérios e
também nas aguas dos oceanos a concentracdes menores que 5 e 110 ng/L.
Nas &aguas costeiras, niveis mais altos de cadmio foram relatados. A
concentracdo de cadmio das &guas superficiais naturais e das aguas
subterraneas é geralmente <1ug/L. Este metal é bastante utilizado na producao
de baterias (83%), pigmentos (8%), revestimentos (7%), estabilizadores para
plasticos (1,2%) e ligas nao ferrosas e outros usos (0,8%) (ATSDR, 2008).

Encontra-se como um dos elementos-traco mais estudados em
toxicologia na atualidade, devido ao aumento significativo da sua concentracéo
no ambiente, resultante do acumulo de residuos industriais e domésticos.
(Wright e Welbourn, 1994; Goering et al., 1995; Bertin e Averbeck, 2006;
Mahrous et al., 2015). Apresenta carater persistente (ndo sofre degradacao
quimica ou fisica), sendo bioacumulado e biomagnificado, o que lhe confere um
importante significado nas relagdes ecolégicas e humanas (Jensen e Bro-
Rasiriussen, 1992; Alazemi et al., 1996). E caracterizado como um poluente
particularmente perigoso devido a sua alta toxicidade e grande solubilidade em
agua (Celik et al., 2007).

Estudos em células renais de camundongos, células reprodutivas de
hamster e eritrécitos de peixes demonstraram que estas células quando
expostas ao cadmio apresentam danos no DNA. As células respondem a estes
danos, parando o ciclo celular para facilitar a reparo do DNA ou sinalizando para
morte por apoptose a fim de eliminar células danificadas (Figura 5) (Rani e Pang,
2008). O mecanismo descrito para esta interrupcdo envolve a proteina
supressora de tumor p53 que atua no ciclo celular pela inibicdo de quinases
dependentes de ciclinas (Cdks). Com isso, sdo ativados os sistemas de reparo,
no qual o dano sera revertido ou fixado por enzimas especificas, ou se iniciara
apoptose (Figura 5) (Yang et al., 2004; Xie e Shaikh, 2006; Sayed et al., 2014).

A ativacao (fosforilagdo) de p53 ocorre também em resposta a fatores de

stress incluindo danos no DNA tais como radiacdo UV, ROS, hipOxia e mutacdes
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(Zakaria et al., 2009). Em resposta a danos no DNA, p53 é extensivamente
fosforilada em varios residuos de aminoacido incluindo Ser-15, Ser-20, and Ser-
46 (Hong et al., 2006).

Dano reparavel ou Dano irreparavel ou
estresse transiente estresse persistente
p53
Reversivel Irreversivel
Reparo, protecdo ou adaptagao Morte ou senescéncia

Longevidade |<&=— Sobrevivéncia Morte = Envelhecimento
celular celular

» Progressao do tumor <J I—>| Supressdo do tumor |<J L> » Doenga degenerativa

« Quimioresisténcia + Doenga por radiagao

Figura 5. Fungbes de p53 para integrar os sinais a partir de diferentes estressores
celulares e promove a adequada resposta bioldgica, que pode levar a sobrevivéncia ou
a morte da célula. No caso de danos reparaveis ou estresse transiente, um processo
reversivel é ativado e os danos sao reparados ou fixados. Quando o estimulo é
persistente e irreparavel, a célula afetada é permanentemente removida Através da
morte celular ou senescéncia. Embora ambas respostas podem promover a supressao
do tumor, a sobrevivéncia desregulada pode contribuir para a progressao do tumor e
quimioresisténcia. E a morte celular inapropriada pode levar ao surgimento de outras
doencas como as neurodegenerativas ou doencas causadas por radiacéo (adaptado de
Kruiswijk et al., 2015).

Entretanto, o cadmio parece interferir na conformacao de p53, resultando
na inibicdo de sua funcdo (Meplan et al., 1999). Recentemente foi demostrado
que o acumulo de p53 na forma fosforilada é resultante da inibigcéo das proteinas
expressas pela familia de ubiquitinacdo do gene Ube2d (Lee et al 2016). Ainda
gue diferentes tipos celulares derivados de rim, figado, células endoteliais de
vasos e astrocitos possam responder de forma especifica a esta inibicao (Lee et
al., 2016), excesso de p53 fosforilada pode permitir que a célula entre em mitose

ou inicie a replicacdo do DNA, causando instabilidade génica (Bork et al., 2010).
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Estes estudos sugerem que reagdes similares podem ocorrer em diversos tipos

celulares incluindo células sanguineas nucleadas como as dos peixes.

7. Peixes

Descargas industriais e domeésticas encontram como destinos finais rios,
lagos e estuarios, que quando contaminados influenciam diretamente
organismos de relevancia ecoldgica tais como 0s peixes. Estes tem sido
frequentemente utilizados por apresentarem respostas similares a de grandes
vertebrados, permitindo sua utilizacdo em estudos de agentes tOxicos com
potenciais carcinogénico e teratogénico para seres humanos bem como na
avaliacao do nivel de toxicidade do ambiente aquatico (Al-Sabti e Metcalfe, 1995;
Ateeq et al., 2002; Jorgensen, 2011; Howe et al., 2013; MacRae e Peterson,
2015). Este monitoramento € caracterizado por diminuir custos, sendo aplicada
em algumas situacfes a utilizacdo dos peixes como organismos-sentinela que
minimizam a susceptibilidade de humanos a exposicdo a genotoxicos quimicos
por suspensdo de seu consumo ou exposicdo ambiental (Al-Sabti e Metcalfe,
1995; Schalie et al., 1999).

Oreochromis niloticus, popularmente conhecida por tilapia do Nilo (Figura
6), foi a espécie utilizada nesse estudo. A tilapia é natural da Africa e foi
introduzida no Brasil em 1971 (Castagnolli, 1992). E uma espécie importante em
bioensaios laboratoriais, pois apresenta alta prolificidade, resisténcia a muitas
doencas (Bentsen et al., 1998), crescimento rapido e rusticidade (Hayashi et al.,
1999). Adapta-se facilmente a ambientes Iénticos e tolera grandes variacdes de
temperatura (18 a 35°C), baixo nivel de oxigénio dissolvido (1,2 mg L?) (Lim e
Webster, 2006) e alta concentra¢do de amonia na agua (1 mg L) (Fontainhas-
Fernandes, 1998; Lim e Webster, 2006). Além disso, é comercialmente muito
importante em todo mundo, e embora seja uma espécie de agua doce, também
pode ser encontrada em agua salobra e estuarios do todo mundo (Vijayan et al.,
1996).
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Figura 6: Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). (http://www.nwtilapia.com)

As células sanguineas de peixes, similar ao observado em mamiferos,
refletem o estado geral de salde dos individuos. Além disso, estudos
genotdxicos tém dado especial atencéo a utilizacdo de sangue de peixes, ja que
suas células vermelhas sdo nucleadas assim como de outros vertebrados com
excecao dos mamiferos (Castafio et al., 1998; Cavas e Ergene-Goziikara, 2003
e 2005; Cavas et al., 2005; Costa e Costa, 2007; Cavas e Konen, 2008; Talapatra
et al., 2010; Ansari et al., 2011; Costa et al., 2011).

Os globulos vermelhos (eritrocitos) dos peixes possuem ndcleo e
ribossomos o que lhes permite sintetizar proteinas como a hemoglobina. Este
tipo celular apresenta um tempo de vida de 4 a 6 meses (Lane et al., 1982; Lane,
1984; Boutilier e Ferguson, 1989; Keen et al., 1989; Lund et al., 2000; Phillips et
al., 2000; Tiano et al., 2000; 2001).

Suas membranas biolégicas séo sensiveis ao estresse oxidativo, uma vez
gue sao ricas em acidos graxos poli-insaturados, 0s quais sdo extremamente
sensiveis a oxidagdo e podem direta ou indiretamente causar muitas doencas
aos peixes (Slater, 1982; Sakai et al., 1989; Ito et al., 1999; 2000; Mai, et al.,
2010). Os glébulos vermelhos estdo constantemente expostos a ROS, por ter a
funcd@o de transporte de oxigénio. Nagasaka et al. (2004) demonstrou que o
estresse oxidativo afeta a permeabilidade de membrana de eritrécitos do sangue
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de peixes, reduzindo sua fluidez. Mesmo que possa apresentar sistema de
reparo contra o estresse oxidativo, a exposicao constante pode levar ao acumulo
de danos tais como o envelhecimento e declinio do sistema de reparo
(Kaewsrithong et al., 2001).

Os eventos associados a exposicdo a cadmio induzem o stress oxidativo.
Este esta descrito como grande elemento promotor de instabilidade génica. No
entanto, poucos dados tém sido adquiridos na literatura sobre a geracéo,
dindmica temporal na circulacao e processo de remoc¢dao do sistema circulatério
de alteracdes nucleares eritrociticas. Neste estudo, técnicas morfolégicas,
bioquimicas e analiticas foram utilizadas visando determinar as relagdes entre a
integridade celular e sistémica dos eritrocitos utilizando modelo bioldgico
aquatico de grande relevancia alimentar e ecoldgica expostos a diferentes
concentracdes de cadmio.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos de diferentes concentracdes de cadmio em diferentes
orgaos e tecidos de tilapias (O. niloticus), visando esclarecer os principais
mecanismos associados aos efeitos genotoxicos que podem estar relacionadas

as frequéncias dos diferentes tipos de alteracfes nucleares eritrociticas.

1.1. Objetivos especificos

1. Determinar as diferentes populagbes sanguineas nos gréficos de

citometria de fluxo;

2. Avaliar a inducao do estresse oxidativo na por¢ao rica em eritrocitos por
citometria de fluxo submetidas a diferentes tempos de exposicdo e

concentracfes de cadmio;

3. Avaliar comprometimento da permeabilidade de membrana em eritrécitos
por citometria de fluxo ap6s exposicdo a diferentes tempos e

concentracdes de cadmio;

4. Determinar as frequéncias dos diferentes tipos de alteragbes genotoxicas
(bolha nuclear, broto nuclear, condensacdo nuclear, fissura nuclear,
nacleo lobado, micronucleo, vacuolizacdo nuclear) em eritrcitos
provenientes de animais expostos a diferentes tempos e concentracdes

de cadmio;

5. Avaliar morfometricamente a distribuicdo de pigmentos (hemossiderina,
lipofuscina e melanina) e centros melanomacrofagicos em bacgo e rim
cranial de tilapias submetidas a diferentes tempos e concentracdes de

cadmio;
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6. Quantificar as expressfes de Nrf2 e H2AX em sangue de tilapias

submetidas a diferentes tempos e concentracdes de cadmio

7. Determinar as concentracfes de cadmio nos diferentes érgdos (baco,
branquia, hepatopancreas e rim cranial) e tecidos (muscular e sanguineo)
de animais expostos a diferentes tempos e concentracdes de cadmio e na

agua dos aquarios utilizados durante o periodo experimental;

8. Relacionar a influéncia da concentracdo e tempo de exposi¢cdo do cadmio
com marcadores de estresse oxidativo e danos nucleares, permeabilidade
de membrana, genotoxicidade e eventos hemocateréticos utilizando a

tildpia como modelo de estudo.
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Parte dos resultados estdo incluidos em dois artigos publicados nas revistas Plos

One e Microchemical Journal

Artigo 1

What the erythrocytic nuclear alteration frequencies could tell us about
genotoxicity and macrophage iron storage?

Resumo

Alteracfes nucleares tém sido consideradas como indicativos de presenca de
contaminantes no ambiente. Em vertebrados, as alteracbes nucleares
eritrociticas sédo consideradas excelentes marcadores de exposi¢cao, devido a
estreita relagdo entre suas frequéncias e danos no DNA. No entanto, poucos
dados tém sido descritos na literatura sobre sua génese, frequéncias de
ocorréncia e eliminacdo destas alteracdes apds depuracdo. Neste estudo,
avaliamos marcadores de viabilidade celular; genotoxicidade e hemocaterese
utilizando as técnicas de citometria de fluxo, microscopia éptica, espectrometria
de absorcdo atdbmica de forno de grafite e técnicas de microscopia eletrbnica
analitica. Os resultados mostraram uma estreita relacdo entre as alteracdes
nucleares, conteldo de cadmio no sangue total e ocorréncia de centros
melanomacrofagicos. Estes eventos ocorreram independentemente dos demais
como ocorréncia de espécies reativas de oxigénio e danos a membrana. Além
disso, as frequéncias de bolha nuclear, condensa¢do e vacuolizagdo foram
alteradas durante o periodo de exposicédo e nucleos lobados e broto nuclear
durante o periodo de depuracdo. Uma queda na frequéncia das alteracoes
nucleares durante o periodo de depuracgdo foi associada ao aumento de células
hemossiderina positiva no bagco e no rim cranial. Estes dados demonstram de
forma temporal os principais processos relacionados as frequéncias de

alteracdes nucleares com alguns biomarcadores celulares e sistémicos.



32



33



34



35



36



37



38



39



40



41



42



43



44



45



46



47



48



49



50



51



52



53



54



55

Artigo 2

Validation of methods employing fast alkaline solubilization to determine
cadmium in fish liver, spleen, gills and muscle by graphite furnace atomic

absorption spectrometry

Resumo

A contaminacdo do ambiente aquatico ocorre por numerosos agentes toxicos
resultantes de atividades industriais agricolas e domésticas. Metais pesados
como o cadmio sdo poluentes altamente danosos ao ecossistema devido a sua
persisténcia e bioacumulacdo. As validacbes dos métodos analiticos foram
realizadas para determinar o acumulo de cadmio no figado, baco, branquia e
musculo de peixe por espectrometria de absor¢cdo atbmica de forno de grafite
(GF AAS). Os métodos basearam-se na solubilizacdo alcalina das amostras com
hidroxido de benziltrimetilamoénio a 40% v/iv em &gua (Universol®). A
solubilizagéo ocorreu de forma imediata sem necessidade de aquecimento,
micro-ondas ou qualquer outro equipamento. Ruténio foi o melhor modificador
(500 ug) para as amostras de baco, branquia e musculo. Para o figado, o melhor
modificador foi iridio permanente (500 ug). As temperaturas 6timas de pirélise
foram 450°C para o figado e baco, 500°C para a branquia e 400°C para o
musculo, enquanto que para a atomizacdo, as temperaturas 6timas foram de
1800, 1100, 1600 e 900°C, respectivamente. Nao foram observados efeitos de
matriz para figado e branquia quando a calibragdo externa foi realizada. Para
baco e musculo, foram observados efeitos de matriz e foi utilizada a calibragdo
de correspondéncia de matriz. Os limites das quantificacées foram 0,13, 1,20,
0,34 e 1,80 ug g* para o figado, baco, branquia e musculo, respectivamente. Os
sinais de absorcédo obtidos para cada amostra foram simétricos e voltou a linha
de base em menos de 5 s. Os niveis de recuperacao variaram de 87,1 a 108,2.
Para a analise de sete materiais de referéncia certificados, os valores obtidos
nao foram estatisticamente diferentes dos valores certificados. Os dados

mostraram acumulo de cadmio em todos os 6rgaos e tecidos estudados.
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RESULTADOS NAO INCLUIDOS NAS PUBLICACOES

BLOCO 1 - PCR em tempo real

1. Expressao de indicador de estresse oxidativo (Nrf2) e indicador de reparo
celular (H2AX) em células sanguineas de tilapias expostas ao cadmio.

A expressao de Nrf2 foi crescente nas primeiras 48h para o tratamento
Cd-0,25 e até 96h para o tratamento de Cd-2,5. Nas duas concentracdes de
cadmio, o aumento maximo foi proximo a 6 vezes da expresséo basal (controle).
O tratamento Cd-0,25 apresentou uma queda na superexpressao de Nrf2 em 96
h e subsequente subexpressao de Nrf2 no periodo de depuracdo. O valor de
expressao ao final do periodo de depuracao foi abaixo do basal (controle). O
tratamento Cd-2,5 apresentou queda apenas durante o periodo de depuracao
(Figura 7).

Em 48 horas a superexpresséo do Nrf2 ocorreu de forma mais intensa no
tratamento Cd-0,25, invertendo-se com o Cd-2,5 no tempo seguinte em
decorréncia da queda na expressao de Nrf2 em Cd-0,25 e elevagdo em Cd-2,5
observada em 96 horas de exposicao (Figura 7).
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Figura 7. Expressdo do fator de transcricdo Nrf2 em células sanguineas de tilapias
expostas a diferentes tempos e concentracdes de cadmio. Diferentes letras indicam

diferenca significativa entre tempos e tratamentos pelo teste ANOVA e pés teste
Bonferroni (p<0,05).
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Foi observada uma superexpressédo de H2AX (3 vezes superior ao basal
- controle) nas primeiras 48h de exposi¢do ao tratamento Cd-0,25, seguido de
subexpressdo nos tempos subsequentes. No tratamento Cd-2,5 o pequeno
aumento de expressédo foi obtido apenas em 96 horas de exposicdo, também
seguido de subexpresséo no periodo de depuracao (Figura 8).

Em 48 horas a superexpressado do H2AX ocorreu de forma mais intensa
no tratamento Cd-0,25, invertendo-se com o tratamento Cd-2,5 nos tempos de
96h em consequéncia de queda na expressao de Cd-0,25 e leve elevacdo em
Cd-2,5 (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo do gene H2AX em células sanguineas de tilapias expostas a
diferentes tempos e concentracdes de cadmio. Diferentes letras indicam diferenca
significativa entre tempos e tratamentos pelo teste ANOVA e p6s teste Bonferroni
(p<0,05).
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BLOCO 2 - Citometria de fluxo nas analises das populacdes sanguineas e

alteragcdes nucleares em eritrécitos

1. Separacao (Cell sorting) e imageamento por citbmetria de fluxo e

microscopia de luz

Com o uso de citdmetro (FACSAria) capaz de isolar as células a partir de
areas especificas dos graficos citométricos, conseguimos minimizar a
contaminacgdo obtida entre as populac¢des adquiridas pelo método Ficoll (Artigo
1). As células adquiridas de cada quadrante especifico (P2, P3, P4 e P5),
utilizando o citbmetro FACSAria, foram analisadas em esfregacos sanguineos
corados por May-Grunwald e visualizadas através de microscopia de luz (Figura
9).

Adicionalmente, utilizando o equipamento ImageStream®X foi possivel
obter imagens de campo claro das células em tempo real, confirmando os dados
referentes as populagbes celulares e ao aspecto morfolégico obtido pela

microscopia de luz (Figura 9).
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Figura 9. Gréfico de sangue total (FSH x SSC) avaliando as diferentes popula¢cfes de
células sanguineas apos separacao (Cell Sorting) e aquisicdo direta de imagens por
citometria de fluxo (imagens de fundo cinza) e microscopia de luz (coloragdo por May-
Grinwald). P2 — residuos celulares; P3 — porcao rica em linfécitos/trombdcitos; P4 —

porcao rica em eritrécitos; P5 — porcao rica em granulécitos. Barra = 10um.

2. Localizacdo da posicao de eritrcitos e nucleos alterados em citbmetro
de fluxo (Image Stream®)

Um novo estudo da posi¢cédo das populagces sanguineas em gréaficos de
citometria foi realizado utilizando o citdmetro Image Stream® capaz de adquirir
imagens de células em campo claro e marcadas por diferentes fluorocromos.
Este equipamento ndo apresenta o0 mesmo perfil celular encontrado em outros
citbmetros. As caracteristicas dos nucleos das células sanguineas marcados por
Drag-5 foram utilizadas para determinar a posicao das populacdes sanguineas
com o objetivo subsequente de avaliar alteracfes nucleares nessas células.
Foram detectadas 4 populacdes (P3, P4/P5, P6 e P7) distintas e suas
respectivas imagens foram destacadas (Figura 10).
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Figura 10. Grafico de sangue total avaliando as diferentes populacdes de células

sanguineas e aquisi¢cao direta de imagens por citometria de fluxo (imagens de fundo
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cinza e fundo preto com células marcadas por DRAQ-5). P3 — granulécitos; P4 e P5 —

eritrocitos; P6 e P7 linfocitos e trombdcitos. Barra=7um.

Avaliando a porcéo eritrocitica, observamos eritrocitos em diferentes
posicoes: (1) posicéo visual superior; (2) posi¢cao visual frontal e (3) posicao
visual lateral. Estes dados foram demonstrados através da marcacdo dos
ndcleos por Drag-5 e utilizando os parametros Aspect Ratio (razao entre largura
e altura da célula) da intensidade de marcacdo x Intensidade de marcacéo
(Figura 11).
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Figura 11. Gréfico representativo da populacéo eritrocitica marcadas por DRAQ-5 em
citbmetro de fluxo (Image Stream®) com aquisicdo de imagens de eritrocitos em
diferentes posicBes (células vistas de cima - superior, de frente -frontal e de lado -
lateral). Barra=7um.

Os eritrécitos em vista frontal sdo os mais adequados para avaliar
alteracdes nucleares. Portanto, nesta regido foi identificado porgdo rica em
determinadas alteragdes nucleares como os nucleos condensados na porcao
superior e nucleo lobado (lobed), bolha nuclear (blebbed) e fissura nuclear
(notched) predominantemente na porgao inferior (Figura 12).
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Figura 12. Gréfico de eritrécitos marcados por DRAQ-5 em posicao frontal e aquisicao
de imagens de nucleo alterados com determinacdo de posicao de algumas alteracdes
nucleares. Barra=7pm.
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BLOCO 3 — Espectrometria de absorcao atémica

1. Determinacéo por espectrometria de absorgéo atbmica da concentracao
de cadmio nos 6rgdos e tecidos (baco, branquia, hepatopancreas,
musculo, rim cranial e sangue) de tilapias expostas.

O acumulo de cadmio foi determinado nos 6rgaos e tecidos de tilapias
expostas a este metal. De forma geral, o acumulo variou predominantemente em
funcdo do tempo e da concentracdo de exposicdo. O baco foi o 6rgdo de maior
concentracdo de cadmio em todos os tratamentos. O acumulo neste 6rgao
ocorreu mais tardiamente na menor concentracdo e mais precocemente na
maior concentracdo. O hepatopancreas acumulou cadmio nas primeiras 48
horas nos grupos Cd-0,25 e Cd-2,5, sendo observado um maior aumento na
maior concentracdo. Nas branquias, o acumulo ocorreu no periodo de depuracdo
da menor concentracdo, no grupo Cd-0,25 o aumento ocorreu em 48 horas e na
maior concentracdo o aumento foi observado durante toda a exposicdo e uma
diminuig&o foi visualizada no periodo de depuragdo. O rim cranial demonstrou
um aumento de cadmio apenas nas duas maiores concentracdes (Cd-0,25 e Cd-
2,5) durante a exposicado (48 e 96 horas) e no musculo este acumulo foi
verificado apenas no grupo Cd-2,5 durante a exposicdo com subsequente
diminuicdo no periodo de depuracéo (Figura 13).

Os valores obtidos para os 6rgdos de tilapias expostas ao cadmio
apresentaram uma influéncia da concentracdo do metal que foi inserido na 4gua.
O hepatopancreas apresentou o maior aumento (aproximadamente 280x) e um

menor aumento (2,5x) foi observado no bago (Figura 13).
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FIGURA 13. Gréficos de acumulos de cadmio nos diferentes tecidos de tilapias expostas

a diferentes concentracdes de cadmio. Asterisco (*) indica diferenca estatistica pelo

teste ANOVA e pos teste Bonferroni (p<0,05).
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DISCUSSAO

A avaliacdo morfologica de danos genotoxicos abordada em nossos
estudos sugere que o tecido sanguineo se apresenta como um bom modelo para
a andlise dos eventos relacionados a geracao de danos genotéxicos, bem como
a mecanismos de reparo. Além disso, a simplicidade de aquisicdo desse tecido
associada as técnicas utilizadas na obtencéo de dados confirmaram a viabilidade
de seu uso como indicador de exposicao (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Osman et
al., 2010; Summak et al., 2010; Harabawy e Mosleh, 2014).

Nosso modelo de estudo foi desenvolvido a partir de seis experimentos
preliminares e nos permitiu estabelecer os tempos e concentracdes especificos
para a determinacdo e avaliacdo de eventos lesivos a integridade celular
(producéo de ROS, danos de membrana e processos transcricionais) bem como
relaciona-los a ocorréncia de ANEs (Artigo 1, Bloco 1).

O teor de caddmio no sangue durante o periodo experimental (Artigo 1 e
Artigo submetido) e a frequéncia de ANEs apresentaram aumentos muito
similares (cerca de 2x) durante o periodo de exposicdo com subsequente
diminuicao apds o periodo de depuracdo. Este comportamento ocorre de forma
independente dos parametros de viabilidade celular avaliados (ROS e danos
membranares). Além disso, a frequéncia de algumas altera¢des nucleares como
bolha nuclear (BL), vacuolizacao (VA) e condensacéo nuclear (CO) é alterada
durante a exposi¢ao e nucleo lobado (LO) e broto nucleares (BU) no periodo de
depuracgéo (Artigo 1). Estes eventos estédo sintetizados na figura 14 (abaixo).
Outro aspecto importante é a caracteristica do sangue manter relativa baixa

concentragéo de cadmio mesmo apds exposicdo a 2,5mg L+
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Figura 14. Esquema demonstrativo de diferentes marcadores de exposi¢do ao cadmio.
No grupo controle ndo foi observado alteracdo nos marcadores estudados. NoOs grupos
expostos foi observado aumento de ROS em 24 horas, aumento de danos membranares
em 48 horas e aumento das ANEs em 96 horas. A frequéncia de bolha nuclear,
vacuolizagé@o e condensacao foram alteradas durante o periodo de exposi¢éo e nucleo
lobado e broto nuclear durante o periodo de depuracéo. O sinal positivo (+) indica que
tais alteragdes acompanharam o comportamento das ANEs totais. O sinal negativo (-)

indica que a frequéncia das alterac¢des foi inversamente proporcional ao total das ANEs.

A relagdo entre os danos eritrociticos avaliados (aumento de ROS, danos
membranares e ocorréncia de ANES) com as expressoes de Nrf2 e H2AX sugere
uma sequéncia de eventos culminando no aumento de ANEs na circulagcdo
sanguinea (Artigo 1 e Bloco 1). Entretanto, 0 mecanismo de indugcédo de danos
bem como o reparo e/ou retirada das células lesadas da circulacao é bastante

distinto entre as duas concentracdes utilizadas neste estudo.

Menor concentragao (Cd-0,25)

No tratamento Cd-0,25, o aumento na producdo de ROS em 24hs de
exposicdo ocorre associado a elevacdo no numero de células com
comprometimento na permeabilidade de membrana (Artigo 1) resultando na
superexpressao de Nrf2 em 48h (Bloco 1). Dados similares foram obtidos por
Zheng et al. (2016) que apds exposicdo aguda ao cadmio (1 mg L™?) observou
aumento dos niveis de ROS e de oxidacdo lipidica acompanhados por uma

elevacao nos niveis de Nrf2 em figado e cérebro de peixe zebra. Esses dados
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sugerem gue o mecanismo de acao de Nrf2 (sintese de enzimas antioxidantes)
reduz expressivamente os danos nas membranas apos 48 horas de exposicao
(Artigo 1 e Bloco 1).

Ainda em 48 horas, a superexpressao de H2AX indica clara ativacao dos
mecanismos de reparo celular que coincidem com a manutencdo das
frequéncias de ANEs proximas ao numero basal sugerindo sucesso no
mecanismo de remediacdo dos danos no DNA. Esses dados sdo acompanhados
também da marcacé@o basal de hemossiderina nos sitios hemocateréticos do
baco e do rim cranial durante este tempo de exposigéo (Artigo 1, Bloco 1).

Apods 96 horas de exposicao, sob niveis basais de ROS, a superexpressao
de Nrf2 foi mantida e uma marcante subexpressao de H2AX foi observada (Artigo
1, Bloco 1), indicando que o aumento das frequéncias de ANEs ocorreu sob
condicOes de reducao das respostas de reparo de lesdes de DNA (Artigo 1, Bloco
1). Estes dados sugerem que o aumento da frequéncia das ANEs estaria
associado ao aumento da remocdo de eritrocitos no periodo de maior
instabilidade génica que teve inicio significativo no intervalo entre 48- e 96hs.

Essa aparente contradicdo (favorecimento de replicacdo/aporte de células
sem ativacao de reparo a circulacéo) evidenciam uma instalacéo de instabilidade
génica crbénica. De acordo com Bertin e Averbeck (2006) e Giagini et al. (2006)
varios sistemas de reparo de danos no DNA como NER (reparo em exciséo de
nucleotideos) e BER (reparo em excisdo de bases) sdo afetados de forma
reversivel por cadmio. Ja o reparo das lesdes mais severas como as de dupla
fita de DNA (NHEJ - unido terminal ndo homodloga) sdo menos efetivos
(Rothkamm e Lobrich, 2003).

O aumento provavel de NHEJ é mostrado em estudo associando as
frequéncias de micronucleos e yH2AX (forma fosforilada) em células
embriogénicas de peixe zebra expostas a diferentes concentracdes de cadmio
por 24 horas. Neste estudo foi observado que em concentracdes mais elevadas
de cadmio (50 uM e 100uM) as expressbes de H2AX sdo diminuidas e
acompanhadas pelo crescimento constante de instabilidade génica (Pereira et
al., 2013).

Durante o periodo de depuracdo, a reducdo das respostas antioxidantes e

de reparo (subexpressdo de Nrf2 e H2AX respectivamente) (Bloco 1) e
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manutencdo das ANEs em elevado numero (Artigo 1) sugerem uma agao
epigenética. Modificacbes epigenéticas incluem permutacéo, silenciamento de
genes, reprogramacdo, progressos de carcinogénese, efeitos teratogénicos,
regulacédo das modificacdes de histona e heterocromatina (Deichmann, 2016).
Em estudo de diabetes melitus, utilizando peixe zebra como modelo, foram
demonstradas alteracdes teciduais epigenéticas como uma consequéncia inicial
de eventos hiperglicémicos. Estas alteracdes persistiram e continuaram a
progredir mesmo apds o controle da glicemia (Capiotti et al., 2014). Efeitos
epigenéticos podem ser gerados por elementos toxicos, levando as células e os
organismos a um desequilibrio metabdlico independentemente da
genotoxicidade (Baccarelli e Bollati, 2009; Herceg e Vaissiere, 2011; Paul et al.,
2011).

Demonstramos também que sob condicdes ambientais favoraveis, a
manutencao do elevado numero de ANEs e aumento relevante na marcacao de
hemossiderina em centros melanomacrofagicos do baco e macréfagos isolados
do baco, do rim cranial sugere elevacéo ativacdo da funcdo hemocaterética. No
periodo de depuracdo, 6érgdos como o rim cranial, recrutam macréfagos que

normalmente néo sdo associados ao processo hemocaterético (Artigo 1).

Maior concentracéo (Cd-2,5)

Na mais alta concentracdo (Cd-2,5), nas primeiras 48 horas de exposicao,
ja pode ser notado um acumulo de cadmio no sangue, fator que ndo alterou o
aumento de ROS de forma dose-dependente (a produgao de ROS foi similar nas
duas concentracdes). Entretanto, 0 aumento no numero de eritrécitos com
permeabilidade de membrana comprometida foi mais expressivo em 48 horas
em relacdo a menor concentragao (Artigo 1). Este fato pode estar relacionado ao
baixo aumento na expressao de Nrf2 em 48 horas (Bloco 1), comprometendo as
respostas antioxidantes celulares. A superexpresséo de Nrf2 crescente entre o
periodo de 48 e 96 horas sendo reduzida apenas no periodo de depuracéao,
sugere a manutencdo dos organismos e células sob regime de inibicdo dos
mecanismos antioxidantes. Este fato foi observado também por Wang e
Gallagher (2013) durante exposicdo aguda ao cadmio mostrando que este
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elemento inibiu a expresséo do gene Nrf2 induzindo danos nos tecidos olfatorios
de peixe zebra pela elevacéo de estresse oxidativo.

Em exposicao a altas concentracfes de cadmio, o comprometimento das
respostas de reparo € mais severo. As expressdes de H2AX praticamente
mantiveram seus niveis basais durante o periodo de exposi¢céo (até 96 horas) o
que favoreceu o aumento da ocorréncia de ANEs (Artigo 1, Bloco 1).

O severo comprometimento génico instalado sob estas condicdes nao
impediu 0o aumento das ANEs desde as primeiras 48 horas, mas parece
influenciar negativamente nos tamanhos dos centros melanomacrofagicos do
baco em 96 horas (Artigo 1). Interessantemente, o acumulo de cadmio neste
orgao também apresenta queda (Bloco 3).

Quando os animais sao retirados da alta concentra¢cdo de cadmio (Cd-2,5)
no periodo de depuracdo uma queda marcante nas expressodes de Nrf2 e H2AX
€ observada. Esta queda ocorre concomitantemente a queda das células
circulantes contendo ANEs. Sugerimos que a diminuicdo de ANEs estaria
relacionada a retirada das células com nucleos alterados da circulacao ja que
ndo ha estimulo de reparo (Artigo 1 e Bloco 1). Estes dados sé&o corroborados
pelo aumento dos centros melanomacrofagicos do baco associadas a

macrofagos isolados hemossiderina positivos no baco e no rim cranial.

Comportamento das ANEs durante a exposi¢ao e depuracéo

O numero de correlacdes entre as frequéncias das diferentes ANEs foi
numericamente maior em organismos expostos as concentragdes mais elevadas
(Tabela 5 do Artigo 1). Esses dados mostraram de forma simples que o aumento
das frequéncias das alteracOes nucleares pode ndo necessariamente indicar a
exposicdo a agentes genotoxicos e que diferentes tipos de ANES ou a auséncia
delas podem ajudar na inferéncia sobre a exposicéo ou depuragédo do animal.

Os aspectos da génese de ANEs em diferentes modelos bioldgicos tém
referenciado principalmente ao microndcleo frequentemente descrito como
resultado de replicac&o celular imperfeita. Para muitos outros tipos de alteragdes
tem sido sugerido a mesma via de geragdao, mas estes foram ainda pouco
estudadas sob este aspecto. Sendo assim a ideia é que alteragBes seriam

vinculadas a eritrécitos recém-chegados ao sistema circulatério. De fato,
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trabalhos como Cavas e Ergene-Gozukara (2005), Xu et al. (2011) e Sayed et
al. (2016) mostram ocorréncia de alteracbes em células tipicamente ricas em
RNA. Poucos e recentes trabalhos como do Utani et al. (2011) evidenciaram a
possibilidade da geracdo de alteracbes nucleares como micronucleo e broto
nuclear em células COLO 320DM em interfase. Portanto, esta questao ainda
necessitando de novos estudos.

Se considerarmos que a grande maioria das ANEs entra na circulacéo ja
com seus nucleos alterados, especial atencdo deve ser dada ao Orgao
hemocitopoiético, sendo nos peixes o rim cranial. Motivo importante de avaliar a
concentracdo de cadmio neste 6rgdo bem como outros marcadores de ciclo
celular como a p53.

A ativacao de p53 (proteina supressora de tumor) interrompe o ciclo celular
em fase G2/M para que o sistema de reparo celular possa reverter o dano, caso
contrario a instabilidade génica é instalada (Bork et al., 2010; Sayed et al., 2016).
A necessidade de compreensdao sobre a resposta de p53 na formacdo das ANEs
foi ampliada principalmente pela evidente diferenca na resposta celular ao reparo
associada as concentracdes de cadmio aplicadas, mostrando que a queda nas
expressdes de H2AX permitiu uma inesperada progressao do ciclo celular em

células marcadamente dotadas de instabilidade génica.

Citometria de Fluxo nas analises de nucleos eritrociticos alterados

A técnica de citometria de fluxo tem sido utilizada na avaliagdo de danos
em células sanguineas de peixes. Espécies como carpas, peixe zebra e salmao
tiveram a posicao de suas populacdes sanguineas determinadas nos graficos de
citometria de fluxo (Pettersen et al., 2000; Inoue et al., 2002; Traver et al., 2003,
Langenau e Zon, 2005). No entanto, para tilapias ainda ndo havia descricdo
disponivel na literatura da disposicéo destas populacdes.

Em nossos estudos foi determinado a posi¢ao da populagéo eritrocitica a
qual denominamos porcéo rica em eritrocitos (PRE), utilizando técnicas de
separacdo por gradiente de Ficoll, lise de eritrécitos (Artigo 1) e sorteamento
celular (cell sorting) (Bloco 2 — Figura 9). As analises de danos celulares como

permeabilidade de membrana foram possiveis com o auxilio desta técnica.
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Técnica de citometria convencional seria ineficiente para outras
abordagens tais como avaliagdes de danos morfolégicos no DNA. Entretanto, o
uso de um citdbmetro capaz de adquirir imagens em alta resolucéo possibilitou a
visualizacao de células com danos morfoldgicos nucleares. Estas andlises foram
realizadas em colaboracdo com a Pesquisadora Andrea Teixeira de Carvalho
utilizando as instalagbes da Fundacdo Oswaldo Fiocruz (Centro de Pesquisa
René Rachou).

Inicialmente, definimos a posicdo dos eritrocitos no citbmetro Image
Stream® (Bloco 2, Figura 10). Na regido correspondente a populacao eritrocitica,
verificamos a ocorréncia de células fotografadas em diferentes posicoes (de
frente, de perfil e de cima). Nas células fotografadas em posicdo frontal
visualizamos as mesmas alteragdes nucleares vistas em microscépio de luz
(Bloco 2, Figura 11). Subsequentemente, foi possivel observar microrregides
ricas em determinadas alteracdes nucleares como condensacéo, bolha nuclear,
nacleo lobado e fissura nuclear (Bloco 2, Figura 12). Os parametros utilizados
que permitiram determinar estas microrregides foram intensidade de
fluorescéncia do marcador nuclear (DRAQ-5) adquirido no canal 5 (Ch 05) X
Aspect Ratio da intensidade de fluorescéncia de DRAQ-5. Aspect Ratio é a

resultante da razao da largura pelo comprimento ( /C) (Figura 15).
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Figura 15. Gréfico da dispersdo de células sanguineas de O. niloticus adquiridos em
citbmetro Image Stream® (direita). Os parametros utilizados foram intensidade de
fluorescéncia de DRAQ-5 X Aspect Ratio da intensidade de DRAQ-5. A esquerda,
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demonstrativo da posicao dos eritrocitos de acordo com a resultante de Aspect Ratio.

Linha amarela representa largura e linha vermelha o comprimento.

A determinacdo da posicdo de algumas alteracdes nucleares através da
técnica de citometria de fluxo esta sendo descrita pela primeira vez por nosso
grupo de pesquisa. Acreditamos que apos a validacgdo do método
conseguiremos analises rapidas e eficazes. Poderemos, por exemplo, analisar
efeitos genotdxicos em eritrocitos de tilapias de animais retirados de diversas
condi¢cdes ambientais. Estes poderdao ser utilizados como biomarcadores de
exposicdo através da citometria de fluxo.

Validacdo da dosagem e acumulo de cadmio em diferentes 6rgaos e
tecidos

Resultados relevantes sobre o acumulo de cadmio nos diferentes tecidos
foi possivel apés a validacdo do método de deteccdo do cadmio utilizando
Universol® (solvente de matriz organica alcalino que dispensa uso de &cido e
aguecimento) otimizando e barateando as analises (Artigo 2 e Artigo submetido).

A validacdo do método analitico para determinar quantitativamente a
presenca de cadmio foi realizada para cada érgao e tecido antes da analise dos
animais do ensaio de exposi¢cdo ao cadmio. Utilizamos entdo um método de
solubilizacdo das amostras baseado em uma digestédo alcalina com hidréxido de
benziltrimetilamdnio a 40% v/v em agua (Universol®) também com a realizacéo
de uma varredura para a adequacao das temperaturas e tempos de pirdlise e
atomizacdo. E importante ressaltar que as temperaturas ideais para cada matriz
(6brgdo e/ou tecido) é muito varidvel, sendo de extrema importancia a
padronizacdo delas antes da execucdo das analises dos materiais
experimentais. Considerando a demanda deste trabalho decidimos, em
colaboracé&o como Professor José Bento Borba (Quimica-UFMG), desenvolver a
validacdo do método. Nessa linha avaliamos também diferentes modificadores
quimicos (iridio, nidbio, tantalo, ruténio, o rédio, o zirconio e o tungsténio) que
convertem o analito em uma forma menos volatil permitindo a eliminacdo da
matriz sem vaporizar o elemento a ser analisado, o que ocorrerd na atomizagao

em altas temperaturas (Artigo 2).
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Em humanos, as vias de acesso ao organismo pelo cadmio sédo as aéreas
e gastricas. A principal entrada ocorre pelas vias aéreas (25 - 60 %) seguidas
pela ingestao de alimentos e 4gua contaminados absorvidos pelo trato gastrico
(5 - 10 %) (ATSDR, 2008). Nos peixes, as branquias sdo os primeiros 6rgaos
que entram em contato com poluentes. Sua grande area superficial (cerca de
90% da superficie) permite uma maior interacdo e absorcao de toxicos (Evans,
1987; Wu et al., 2007). Apés a absorcao pelas branquias, o metal € transferido
para 6rgdos de estoque (figado e rim) através da circulagdo sanguinea
(Chowdhury et al., 2005).

Nas tilapias, observamos que apesar da total submersdo dos peixes em
aguas contendo cadmio, o acumulo deste metal ocorreu de forma distinta nos
diferentes 6rgdos e tecidos. A variacdo desse acumulo foi relacionada a
concentracdo de cadmio e tempo de exposicao (Artigo 1, Artigo 2, Bloco 1 e
Artigo submetido).

O baco foi 0 6rgao de maior retencdo de cadmio em todas as concentracées
de cadmio provavelmente pela intima relacdo da remocéao de células danificadas
como sugerido nos dados do processo hemocaterético (Artigo 1, Artigo 2). Em
96 horas da mais alta concentracdo de cadmio (Cd-2,5) observamos uma baixa
no acumulo de cadmio no baco (Bloco 3) associado a estabilidade do nimero de
eritrécitos com ndcleos alterados e queda na atividade hemocaterética deste
orgao neste tempo (Artigo 1).

Branquias e rim cranial em geral apresentam acumulos semelhantes nas 3
concentragcbes utilizadas (Artigo 2). As branquias mostraram indicios de
processo depurativo quando submetidos a baixas concentracdes (Cd-0,025).
Nesta mesma concentracdo e neste mesmo periodo experimental, o baco
apresentou uma reducdo no acumulo de cadmio (Bloco 3).

O hepatopéancreas se mostrou como 6érgéo de estoqgue de cadmio apenas
nas mais altas concentracdes (Cd-0,25 e Cd-2,5). Em Cd-0,025 o acumulo de
cadmio no hepatopancreas foi inferior ao acumulo no musculo, indicando que a
concentracdo de cadmio influencia diretamente o estoque de cadmio no
hepatopéncreas via circulagdo sanguinea (Artigo 2, Bloco 3).

O tecido muscular das tildpias se apresentou como um dos 6rgaos de

menor acumulo de cadmio. Dados similares também foram encontrados em
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Tilapia guineenses e Carassius auratus (Etesin e Benson, 2007; Qu et al., 2014).
De acordo com Qu et al. (2014), este fato pode ser explicado pelo tamanho deste
tecido em relacéo aos outros, diluindo este acimulo na massa total deste tecido.
Em nossos estudos, o acumulo maximo deste metal no musculo foi de 0,02 mg
kgl. A Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) recentemente (2010) estabeleceu um limite de ingestdo mensal toleravel
de cadmio de 0,025 mg / kg de peso corporal. Assim sendo, animais que
sofreram exposicdo aguda a 2,5 mg L™ s&o definitivamente improprios para
consumo (Artigo 2, Bloco 3).



82

CONCLUSOES

1. Alteracbdes nucleares eritrociticas sao excelentes marcadores de
exposicdo aguda ao cadmio. A ocorréncia das ANEs esta intimamente
relacionada com o teor de cadmio no sangue, mas nao esta relacionada

a ocorréncia de ROS e de permeabilidade de membrana;

2. A producdo de ROS e o comprometimento da permeabilidade de
membrana em eritrocitos sdo eventos sequenciais modulados pelas

expressodes de Nrf2;

3. O aumento das ANEs esta associado a ndo inducao de reparo por H2AX,
demonstrando alta susceptibilidade deste gene a concentragdes subletais

de cadmio;

4. Cada ANE apresentou comportamento especifico indicando a existéncia
de um possivel mecanismo subjacente a ocorréncia de diferentes ANEs

em estudos de genotoxicidade;

5. O padrdo de marcacdo hemossiderina obtidos para 0s centros
melanomacrofagicos de baco sugerem que estes sdo estruturas
especificas de resposta na remogéo de hemacias durante os periodos de

maior instabilidade génica;

6. Os padrdes de marcacao de hemossiderina obtido nos 6rgaos analisados
(baco e rim cranial) evidenciam seu envolvimento na remocéo e
degradacdo de células circulantes danificadas durante o periodo de

depuracéo;

7. A citometria de fluxo nas analises da instabilidade génica podera
contribuir para um monitoramento ambiental répido e eficiente utilizando

eritrocitos de tilapias;
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8. O acumulo de cadmio em O. niloticus apds exposicdo acontece em
diversos Orgaos e tecidos e pode variar dependendo da concentracéo e

do tempo de exposicao a cadmio.
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PERSPECTIVAS

Estudos da origem dos diferentes tipos de ANEs utilizando o tecido

hemocitopoiético dos peixes (rim cranial).

Quantificacao por rtPCR de marcadores de estresse oxidativo, danos em
DNA e alteracdes em ciclo celular em eritrécitos e rim cranial expostos ao

cadmio.

Quantificacao das histonas (H2AX e yH2AX) e mapeamento da marcacgao

em cada tipo de ANEs.

Estudo da influéncia do cadmio na fosforilag&o de proteinas envolvidas na
expressao de H2AX, tais como ATM e ATR.

Realizac&o de ensaio in vivo para quantificacdo de alteracdes nucleares
em citbmetro de fluxo (Image Stream®) de células marcadas por

fluorocromo.

Avaliacdo do uso de eritrdcitos fixados com aplicabilidade em estudos
ambientais visando monitoramento com baixo custo e facil

reprodutibilidade.
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