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RESUMO
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Mendez FMN. Estudo dos efeitos dos elementos tragcos presentes nas
particulas provenientes da queima do diesel no sistema reprodutivo de
Danio rerio (zebrafish): analise morfoldgica e histolégica [Dissertagao].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

A qualidade do ar nas areas urbanas tende a apresentar concentragdes
indesejaveis de contaminantes provenientes da queima de biomassa, nao
havendo um sistema abrangente de monitoramento. Achados in vivo
mostram que o diesel pode conter compostos que modulam a atividade do
estrogeno. Estudos in vitro apoiam essa ideia, como o estudo realizado com
cloreto de metileno extraido do diesel que comprova atuar como ativadores
de ligagéo para os receptores de estrégeno. Esse trabalho tem por objetivo
avaliar o efeito da exposi¢cao a metais presentes nas particulas de exaustao
de diesel (PED) na morfologia do ovaario através da histologia, e analise do
padrdo de expressdo dos receptores de estrogeno (ERs) no ovario de
zebrafish (Danio rerio) usando a metodologia de PCR em tempo real.
Fémeas adultas de zebrafish foram expostas a concentracdes ambientais de
combinado de metais (Ni = 0,181 mg/L ; Fe = 0,07455 mg/L ; Pb= 0,05 mg/
L; Cd= 0,029 mg/L; Cr= 0,161 mg/L ; Cu= 0,017 mg /L) por 3 dias. Em
relacdo a contagem de ovdcitos atrésicos a média observada nos animais
expostos foi de 1,5 £ 0,4 e nos controles foi de 1,34 + 0,3. Contudo, néo
houve diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05). Na expresséo dos

trés genes receptores de estrogeno (esr1, esr2a, esr2b) as meédias foram:
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0,68; 1,32; 0,54; respectivamente. No entanto, ndo houve alteracéo
significativa na expressdo desses genes em relagdo aos controles. Os
elementos tracos presentes nas PED em concentracdo ambiental e em
exposicao aguda na fase adulta ndo alteram a expressao dos ERs o também

nao afetam o numero de foliculos atrésicos nos ovarios

Descritores: Emissdes de veiculos; Diesel; Material particulado; Sistema

reprodutivo; Peixe zebra; Receptor de estrégeno.
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SUMMARY
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Mendez FMN. Effects of trace elements present in Diesel Exhaust
Particulates in the reproductive system of Danio rerio (zebrafish):
Morphological and histological analysis [dissertation]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2012.

The air quality in urban areas tends to have undesirable concentrations of
contaminants from biomass combustion, without a monitoring system. /n vivo
findings show that diesel may contain compounds that modulate the activity
of estrogen. In vitro studies support this idea, as the study with methylene
chloride extract from diesel proves that this substance act as activators
binding to the estrogen receptors (ERs). This study aims to evaluate the
effect of exposure to metals present in diesel exhaust particles (PED) in
ovary morphology through histology, and analysis of expression pattern of
ERs in ovary of zebrafish (Danio rerio) using real time PCR metodology.
Adult females were exposed to ambient concentrations of combined metals
(Ni=0.181mg/L, Fe=0.07455mg/LPb=0,05mg/L; Cd=0.029 mg/L;
=0.161mg Cr/L, Cu=0.017 mg /L) for 3 days. The mean of atretic oocytes
counting observed in animals exposed was 1.5 + 0.4 and the controls was
1.34 + 0.3. However, no significant difference between groups was observed
(p> 0.05). The expression of the three genes estrogen receptor (esr1, esr2a,
esr2b) mean were: 0.68, 1.32, 0.54, respectively. However, no significant
change in the expression of these genes in relation to controls was observed.

In conclusion, the trace elements present in the PED concentration in
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environmental and acute exposure in adulthood not alter the expression of

ERs and does not affect the number of atretic follicles in the ovary

Descriptors: Vehicle emissions; Diesel; Particulate matter; reproductive

system; Zebrafish; Estrogen receptor.
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INTRODUCJ\O



Embora o desenvolvimento mundial seja indispensavel, a falta de
conhecimento e planejamento e a despreocupagdo com as consequéncias
futuras, além de gerar danos ao meio ambiente afeta a saude e o bem estar

da populagao.

1. 1. Poluicao Atmosférica: classificagao e niveis recomendados

Apesar das atividades fisicas naturais serem as grandes responsaveis
pelo nivel de poluigdo na atmosfera, atividades antropogénicas utilizadas
desde a pré-historia para produgao de energia, tem sido uma das principais
fontes de poluigdo atmosférica "2 3

Conforme a Resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio

Ambiente) N° 3 de 28/06/1990 ), considera-se poluente atmosférico:

“(...) qualquer forma de matéria ou energia com intensidade e em quantidade,
concentragdo, tempo ou caracteristicas em desacordo com os niveis estabelecidos
e que tornem ou possam tornar o ar impréprio, nocivo ou ofensivo a saude,
inconveniente ao bem-estar publico, danoso aos materiais, a fauna e a flora (...) e

as atividades normais da comunidade”.

Os poluentes universalmente utilizados como indicadores da
qualidade do ar s&o: monoxido de carbono (CO), didxido de enxofre (SOz2),
material particulado (MP), ozénio (O3) e 6xido de nitrogénio (NOx). A razéo

da escolha desses parametros como indicadores de qualidade do ar esta
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ligada a maior frequéncia de ocorréncia e aos efeitos adversos que causam
ao meio ambiente ©.

O MP engloba um conjunto de poluentes constituido de poeiras,
fumacas e todo tipo de material sélido e liquido que se mantém suspenso na
atmosfera por causa de seu pequeno tamanho, embora variem em
dimensao, composi¢cao e origem.

O nivel de poluicdo atmosférica é determinado pela quantificacao
dessas substancias poluentes presentes no ar e a distribuicdo do tamanho
das particulas € ditada pelo processo que gera o aerossol. As particulas
inalaveis classificam-se conforme o seu tamanho: em fina (MP,5 com
didmetro aerodinémico inferior a 2,5 ym) ou grossa (MP25 - MP4y, com
diametro aerodinamico entre 2,5 ym e 10 um). As particulas inalaveis
grossas sao provenientes basicamente de emissdo direta da queima de
combustiveis originados dos veiculos, de ressuspensdo de poeira do solo
em vias devido ao trafego, material da crosta terrestre ressuspendido,
atividades industriais e material de origem bioldgica © .

Particulas de dimensdes superiores a 10 ym sao retidas pelas vias
respiratérias, enquanto que aquelas com diametros entre 2,5 e 10 ym
atingem os bronquios e bronquiolos. Ja os alvéolos sao afetados somente
com particulas menores que 2,5 um. Ou seja, o tamanho das particulas esta
indiretamente associado ao potencial causador de problemas a saude, isto

€, quanto menores em tamanho, maiores os danos provocados ®)
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A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estabelece, como valor guia
para o MP,s, uma concentracdo anual média de 10 pug/m® e de 25 pg/m®
(percentil 99) para 24 horas de exposicdo. Os padroes da U.S.
Environmental Protection Agency (US-EPA) estabelecem que a média
aritmética das médias anuais ndo pode ultrapassar 15 ug/m?* e o percentil 98
das médias de 24 horas em trés anos ndo pode ultrapassar 35 pg/m>. A
Unidao Europeia estabeleceu, em 2008, o valor de 25 pg/m®* como
concentracdo média anual ©®_ No Brasil o CONAMA estabelece um valor de

50 ug/m® de concentracdo média aritmética anual, e a concentracdo média

de 24 horas de 150 pug/m® ©.

1. 2. Poluicdo do ar na Regiao Metropolitana de Sao Paulo

(RMSP)

Sao Paulo sofre, como uma grande metrépole, os efeitos da poluicao do
ar. Agrava o fato que, na RMSP, residem cerca de 20 milhdes de habitantes
(Censo IBGE 2010) "), ou 48% do total do Estado.

Dentre as fontes emissoras, as veiculares desempenham um papel de
destaque no nivel de poluicdo do ar dos grandes centros urbanos, ao passo
que as emissdes industriais afetam significativamente a qualidade do ar em
regides mais especificas ©.

A frota circulante da RMSP registrada, até dezembro de 2010, era de

aproximadamente 6,3 milhdes de veiculos, sendo 3,7 milhdes movidos a
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gasolina, 2 milhdes de veiculos Flex (alcool e gasolina), 348 mil movidos a
diesel e 243 mil movido a etanol, concentrando cerca de 50% da frota do
Estado de S&o Paulo em apenas 3,2 % do territorio .

Desde a década de 70, a CETESB (Companhia Ambiental do Estado
de Sao Paulo) mantém redes de monitoramento da qualidade do ar para
avaliar os niveis de poluicdo atmosférica em diferentes escalas de
abrangéncia, publicando relatorios anuais de qualidade do ar. De acordo
com as estimativas de 2010, as fontes de poluicdo veiculares sao
responsaveis pelas emissdes para a atmosfera dos seguintes poluentes:
97% de CO, 77% de HC, 82% de NOy, 36% de SOy e 40% de MP ©®.

Segundo a CETESB ©, a contribuicdo automotiva para a emiss&o de
MP é de 40%. Desse valor, 71,2% sao emissdes do tubo de escapamento
dos motores a diesel. Assim sendo, as particulas de exaustdo do diesel
(PED) representam 28,46% da contribuicédo relativa das fontes de MP4y na

RMSP.

1. 3. Particulas de exaustao do diesel (PED)

O diesel € um combustivel derivado do petréleo constituido por,
predominantemente, hidrocarbonetos alifaticos contendo de 9 a 28 atomos
de carbono na cadeia. Durante o processo de producao, o diesel é destilado
em temperaturas na faixa de 159 a 410 C°, enquanto que a gasolina destila

na faixa de 80 a 120 C° O diesel contém ainda outros compostos que
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porventura destilam na mesma faixa de temperatura, tais como os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e seus derivados alquilicos ®),

A formacdo das PED no escapamento do veiculo & fortemente
dependente da queima de combustivel e do dleo lubrificante, e do desgaste
de rolamentos e materiais dos motores. Segundo Braun et al. ©® g
composicao do diesel varia muito devido a diferentes origens do petréleo
utilizado como matéria-prima e diferentes processos de refino. Além disso, a
qualidade do diesel tem mudado constantemente desde sua introdugao no
mercado como combustivel. Entretanto, apresenta como composigao basica:
70% em massa de carbono, 20% de oxigénio, 3% de enxofre, 1,5% de
hidrogénio, menos que 1% de nitrogénio e, aproximadamente, 1% de
elementos tragos (metais).

A Europa, o Japao e muitos outros paises utilizam um diesel com 10
ppm (partes por milhdo) de enxofre. Nos EUA, o limite € 15 ppm. No Brasil,
€ fabricado diesel com 1.800-2.000 ppm para a frota em geral e 500 ppm
para consumo somente em algumas cidades onde a poluicédo é critica,
sendo que o limite determinado pelo CONAMA (2002) é de 50 ppm, nos
tornando o pais que consome um dos piores Diesel no mundo ®:

A toxicidade das PED pode ser atribuida a prépria particula, aos
componentes adsorvidos em sua superficie, ou a ambos, e representa uma
importante fonte de preocupacdo devido ao seu carater universal de
distribuicdo nas grandes cidades. Estas particulas, correlacionadas as

propriedades quimicas dos compostos adsorvidos, podem causar doencas
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respiratérias ©'*'® danos ao DNA 9 induzir proliferacdo e apoptose

11,12 (13)

celular 1""? e diminuigao da fertilidade
Apesar do conhecimento de que muitos dos compostos presentes nas
PED estao relacionados a toxicidade e prejuizos a saude humana e

ambiental, os efeitos biolégicos destes compostos ainda ndo sdo bem

compreendidos.

1. 4. Poluigao atmosférica e saude

Os primeiros dados associando os efeitos negativos da poluicao
ambiental sobre a saude surgiam entre as décadas de 30 e 50 do século XX,
tendo como fonte o repentino aumento das taxas de mortalidade observado
durante elevacdes extremas dos niveis de poluigdo urbana (Vale de Meuse,
Bélgica, 1930; cidade de Donora, Pensilvania, EUA, 1948; Londres,
Inglaterra, 1952) (19,

Efeitos na saude podem variar de nauseas e dificuldade em respirar
ou irritacdo da pele, ao cancer. Eles também incluem defeitos de
nascimento, grave atraso no desenvolvimento em criangas, e uma redugao
da atividade do sistema imune, levando a uma série de doencgas ®),

As diferentes composicdes dos poluentes do ar, a dose, o tempo de
exposicao e o fato de que os seres humanos sdo normalmente expostos a
misturas de poluentes do que as substancias isoladas, podem resultar em

impactos diversos sobre a saude humana. Além disso, existem varios
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fatores de susceptibilidade como idade, estado nutricional e condicbes

predisponentes. Saldiva et al. ("

. demonstraram que esses efeitos da
poluicdo atmosférica eram exacerbados na populacdo idosa quando
comparada a adulta em geral. Estudos avaliando os efeitos da exposigao a
poluicdo na infancia demonstram que esse grupo etario também é mais

| ®. Evidéncias recentes apontam as

vulneravel do que a populagao gera
gestantes como um novo grupo de risco, demonstrando que a poluigao
atmosférica esta associada a complicagbes fetais na gestagcdo e no
nascimento ®.

Modelo de dados epidemiolégicos e em animais indicam que o0s
sistemas afetados sao principalmente o cardiovascular e o sistema

respiratorio. No entanto, a fungdo de varios outros sistemas também pode

ser alterada como no reprodutivo .

1. 4. 1. Poluigéo atmosférica e saude reprodutiva

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a infertilidade
ocorra em cerca de 80 milhdes de pessoas ao redor do mundo. Em geral,
cerca de 10% a 15% dos casais apresentam infertilidade primaria ou
secundaria, mas sua incidéncia varia de menos de 5% a mais de 30% entre
os diferentes paises (. No Brasil o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) estima que a taxa de fertilidade em mulheres diminuiu de 2,54

para 1,95 (numero de filhos por mulher) entre os anos de 1997 a 2007, e a
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propor¢cao de casais sem filhos aumentou de 12,9% para 16% durante o
mesmo periodo %21

Embora a infertilidade possa ser causada por inumeros fatores e com
incidéncias variaveis em populagbes distintas, a produgdo anormal de
gametas (odcitos e/ou espermatozoides), os defeitos tubarios ou a
ocorréncia de endometriose pélvica representam as suas causas mais
frequentes. Contudo, € importante ressaltar que uma proporgao significativa
dos casos de infertiidade ndo apresenta uma causa aparente. Iniumeros
estudos tém sugerido que a exposi¢cao a agentes ambientais tém o potencial
de alterar os tecidos reprodutivos masculinos e femininos e, portanto, afetar
a capacidade reprodutiva da populagdo 2.

Exposicdo materna aos metais pesados aumenta os riscos de aborto
espontaneo e redugao do crescimento fetal (parto prematuro, baixo peso ao
nascer). Ha também evidéncias sugerindo que a exposi¢cao dos pais ao
chumbo também é responsavel por malformagdes congénitas e lesbes do

sistema nervoso em desenvolvimento, causando prejuizo motor e

habilidades cognitivas no recém-nascido ®.

1. 5. Desreguladores Endécrinos: definigdo e mecanismo de acao

A hipétese de certos compostos ambientais serem perigosos para os

seres vivos e para sua respectiva descendéncia criou uma nova area de
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investigacao em toxicologia ambiental, dedicada ao estudo de substancias
susceptiveis a produzir alteragdes enddcrinas nos seres Vvivos.

Embora ja existissem, desde o inicio do século XX, hipoteses
prevendo alteracbes no funcionamento do sistema enddcrino de algumas
especies animais expostos a determinadas substancias quimicas toxicas,
apenas recentemente esta importante questdo tem recebido atencdo por
parte da comunidade cientifica. H4 um crescente numero de publicacdes
que relatam o aumento da incidéncia de disfungdes no sistema enddcrino de
seres humanos e, mais significativamente, efeitos fisioldgicos adversos
observados em espécies animais para as quais a relagdo causalefeito é
mais evidente ),

Esses compostos, capazes de interferir com a fungcdo enddcrina,
foram chamados de Desreguladores Endécrinos %% 23, De acordo com a
"Environmental Protection Agency" (US-EPA), um desregulador enddcrino é

definido como um:

" (...) agente exogeno que interfere com sintese, secregéo, transporte, ligagdo,
acdo ou eliminagdo de horménios naturais no corpo que sdo responsaveis pela

manutencgdo, reproducéo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos”.

Os primeiros relatos de substancias quimicas desreguladoras
enddcrinas ressaltam o Dietilestilbestrol, medicamento usado por mulheres
entre os anos 50 e 70 para evitar aborto, que determinou consequéncias

desastrosas, dentre elas o cancer da vagina, infertilidade e deformacdes
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irreversiveis nas filhas nascidas de maes que o utilizaram, provando o seu
efeito teratogénico > 2. Muitas destas filhas s6 vieram a descobrir os
problemas aos vinte anos de idade ).

Também os homens que trabalhavam nas fabricas do medicamento
tiveram crescimento das mamas ® e meninos filhos de maes que usaram o
medicamento durante a gravidez vieram a apresentar criptorquidia (auséncia
de testiculo no escroto) .

Um receptor hormonal possui elevada sensibilidade e afinidade por
um hormoénio especifico, produzido no organismo. Portanto, concentragdes
extremamente baixas de um determinado horménio geram um efeito,
produzindo uma resposta natural. Entretanto, estes receptores hormonais
também podem se ligar a outras substancias quimicas. Isso explica o porqué
de determinados desreguladores endocrinos presentes no organismo,
mesmo em baixissimas concentragdes, serem capazes de gerar um efeito
bioldgico @5 25).

Os desreguladores enddcrinos podem interferir no funcionamento do
sistema enddcrino pelo menos de trés formas possiveis: mimetizando a agao
de um horménio produzido naturalmente pelo organismo, como o estrogénio
ou a testosterona, desencadeando deste modo reagdes quimicas
semelhantes; bloqueando os receptores celulares, impedindo assim a acao
dos horménios naturais; ou afetando a sintese, o transporte, o metabolismo

€ a excreg¢ao, com consequente alteracdo das concentracdes dos hormonios

naturais (figura 1) 2,
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Muitos desreguladores endocrinos competem com o estradiol
(horménio sexual feminino) através dos receptores de estrogénio. Outros
competem com a diidrotestosterona (hormdnio sexual masculino) atraves
dos receptores de androgénio. Portanto, estas substancias exercem efeitos

de feminizagdo ou masculinizagdo sobre o organismo ??.

_. - |
= * |
Hormone ﬂ’;/ \® ' @’ @
. W |
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Cell membrane

Response

Inside cell

v\ Hormone mimic?‘
7. \

. ~

Hormone —3} @
« € @
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—l
(identical
- to that
Receptor —@ caused by
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Cell membrane Inside cell

Figura 1. Mecanismos de acdo dos desreguladores enddcrinos 2.

Diversas organizacbes mundiais basearam—-se em seus estudos,

tanto em seres humanos como de espécies diferentes de animais, para
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classificarem as substancias quimicas como suspeitas de interferir no
sistema endadcrino. Dentre as agéncias entdo presentes a UKEA: Agéncia
Ambiental do Reino Unido; a US-EPA: Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos; OSPAR: Comissdo de Paris e Oslo; JEA: Agéncia
Ambiental do Japao e a WWHF: Organizacdo nao Governamental. Das
substancias classificadas como desreguladoras enddcrinas entdo os
esteroides (ex. 17 - Estradiol), os alquinofendis , os compostos
poliaromaticos (ex. os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPA),
compostos com oxigénio (ex. Bisfenol A), Pesticidas (ex. Endossufan) e
dioxinas e furanos ( compostos presentes na queima de combustivel diesel)
(28,29)'

Varios desses poluentes organicos antropogénicos persistem no
ambiente por muito tempo, visto que s&o substancias quimicas resistentes a
degradacao fisica e quimica, permanecendo disponiveis para absorcéo e

bioacumulagdo %,

Algumas dessas, como o pesticida Dicloro-Difenil-
Tricloroetano (DDT), possuem uma acdo muito bem definida, enquanto
outras mostram resultados ainda controversos, sem considerar inUmeras
substancias, amplamente utilizadas pelo homem, que ainda nao tiveram
esse efeito descoberto. Além do grande numero de substancias, a
dificuldade de estudo dos desreguladores deve-se também aos varios
mecanismos pelos quais uma mesma substancia pode agir. Muitas vezes, os

efeitos da exposicdo depende do tempo e estagio do desenvolvimento, e os

primeiros efeitos podem aparecer apds anos do contato inicial, sendo dificil
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estabelecer o efeito exato desses contaminantes. Também se deve
considerar que, no ambiente, os desreguladores nao sdo encontrados de
forma isolada, podendo haver interagao destes com possivel potencializagao
dos efeitos.

Até o momento, a maioria das substancias classificadas como
desreguladores enddcrinos sao pesticidas. Alguns metais, como cadmio e
mercurio, também apresentaram atividade semelhante no sistema
enddcrino, especialmente nas suas formas orgéanicas 2),

Substancias provenientes da queima do diesel apresentam tanto
atividade anti-estrogénica como atividade anti-androgénica in vitro e
influenciam no sistema reprodutivo in vivo 39 além de apresentar potencial

de bioacumulagao ©".

1. 6. Estudos e evidéncias experimentais

Muitos poluentes ambientais ja foram comprovados como
cancerigenos para o ser humano, dos quais os metais de maior importancia
sdo: arsénio (As), cadmio (Cd), niquel (Ni) e berilio (Be). Todos estdao
associados a um risco de desenvolver tumores, incluindo cancer pulmonar,
dérmico e nasal. Entretanto, poucos estudos tém-se centrado aos efeitos da
exposicdo a esses metais na reprodugao GV,

O cadmio ja foi descrito como um dos elementos mais perigosos para

0 homem mesmo em baixas concentracdes 2) Os riscos para a saude sao
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maiores quando ha inalagdo deste composto. Assumindo uma inalagao
diaria de 20 m® de ar e que a concentragdo é similar em ambientes fechados
e abertos, a quantidade média de cadmio inalado por dia por um ser humano
na zona rural, urbana ou industrializada nao deve exceder 0,01, 0,2 e 0,4 ug,
respectivamente 334

Estudos tém demonstrado que o cadmio, o cobre e o chumbo, mesmo
em baixas concentracdes agem como desreguladores enddcrinos % %),
Injecdes subcutaneas (sc) de Cd (0, 3 ou 5 mg / kg) no dia do diestro e no
7° e 16° dia de gestacdo, em ratos Sprague-Dawley produziu uma inibigao
da sintese de progesterona 5 Um resultado similar foi obtido in vitro em
células da granulosa de ovario humano obtidas de 41 mulheres submetidas
a indugdo da ovulacdo e recuperagdao do o6vulo com o proposito de
fertilizacdo in vitro %) As células foram tratadas com concentracdes
crescentes de CdCI2 por periodos de 2 a 48 h e houve redugdo da
producao de progesterona no periodo de exposi¢cao de 48h, e a resposta foi
dependente da concentracdo. Resultado semelhante também foi observado
em células obtidas a partir de ovarios de ratos Sprague-Dawley sacrificados
no dia do proestro ou no dia 6 ou 16 de gestacao @9 A producao de
progesterona, testosterona e estradiol foi determinada durante o periodo de
1h e os resultados mostraram que, a produgdo de progesterona e
testosterona foi mais afetada, enquanto que a do estradiol permaneceu
inalterada. Assim, os dados sugerem que o Cd pode interferir diretamente na

producao de esterdides sexuais em células de ovario ¢,
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Em ratos virgens albinos NMRI, injecao intravenosa (iv) de 75 ppm de
cloreto de Chumbo (Pb), produziu uma reducgao significativa em implantes de
embrides em relagdo ao controle. As concentragbes de 17b-estradiol e
progesterona foram semelhantes nos animais em exposi¢cao e controles,
sugerindo que os efeitos deste metal estao ligados a atividade alterada de
receptores de estrogénio uterino e sua afinidade para esterdides ovarianos
(37)

Em recentes estudos com particulas de diesel (MP) foram avaliados
efeitos téxicos em reproducdo de machos e fémeas. Em ratas gravidas
C57BL que foram injetadas com particulas extraidas do diesel tiveram um
aumento significante no niumero de abortos, e o diesel provocou 0 aumento
do peso uterino e a contratibilidade miometrial de ratas C57BL 8) Esses
achados in vivo mostram que o diesel pode conter compostos que modulam
a atividade estrogénica. Varios estudos in vitro apoiam essa ideia, como
Meek et. al que reportaram que o cloreto de metileno extraido do diesel
pode atuar como ativador de ligagao para os receptores de estrogeno.

Tsukue et al. “0 , demonstraram que os fetos fémeas de ratas
expostas as mesmas concentracdes de MP do estudo anterior apresentaram
expressao normal de MIS e AD4BP/SF-1. No entanto, a expressao do gene
BMP15 (Proteina Morfogenética Ossea 15), relacionado ao desenvolvimento
dos odcitos, estava diminuida em relagao ao grupo controle.

(41)

Arukwe et al. , em 2008, demonstraram que a exposi¢cao do

zebrafish a fracbes hidrossoluveis do petrdleo exibiam um aumento da
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expressdao de mRNA de receptores de hidrocarbonetos aril (AhR1), CYP1A1
e 3beta-hidroxiesteroide desidrogenase. A inducéo da atividade das enzimas
CYP, especialmente CYP1A1, ocorre através do AhR1 na maioria das
especies de vertebrados. Por outro lado houve uma diminuicdo da
expressao dos receptores de estrégenos da proteina StAR e das enzimas
P450scc e P450arom. Além disso, os autores demonstraram um aumento
dos niveis de estrogeno e diminuicdo dos niveis de testosterona nesses

animais .

1. 7. Biomarcadores : vantagens da utilizagao do zebrafish

como modelo complementar

Biomarcadores sdo comumente usados como indicadores
bioquimicos, fisiolégicos, e histolégicos de exposicdo a xenobidticos ou de
efeitos de contaminantes quimicos “?. Leonzio e Fossi “® ampliaram a
definicdo proposta pela National Academy of Sciences, definindo o que

propuseram chamar de biomarcadores ecotoxicoldégicos, como:

“(...) variagbes bioquimicas, celulares, fisiolégicas ou comportamentais que
possam ser medidas em amostras de tecidos ou fluidos organicos, em organismos
ou populagbes, que possam evidenciar exposicdo ou efeitos de um ou mais

poluentes quimicos ou radiagbes”
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Nos ultimos 20 anos, experimentos utilizando a espécie de teledsteo,
zebrafish (Danio rerio), tem aumentado dramaticamente. O zebrafish,
conhecido popularmente como peixe paulistinha (figura 2), € um membro da
familia Cyprinidae nativo da india e do Paquistdo “*. A razdo da sua
popularidade é a praticidade, facilidade de criacdo e de manutencao, baixo
custo, fecundagao externa, produgédo de um grande numero de embrides,
ovos transparentes que facilitam a visualizagao durante o desenvolvimento e
por conter homologos proximos de muitas proteinas humanas incluindo
cinases, receptores de estrégeno e aromatase “° 49,

Ele tem sido utilizado em estudos biolégicos de drogas e também em

estudos com poluentes, especialmente os desreguladores enddcrinos que

(47, 48, 49, 50)

afetam a ligacao de receptores de estrogenos

Figura 2. Peixes paulistinha, zebrafish.
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1. 7. 1. Sistema reprodutivo feminino dos teleésteos

Os processos do sistema reprodutivo dos teledsteos normalmente
apresentam ritmos enddgenos estimulados por sinais ambientais, de modo
que o periodo da reprodugdo ocorre em uma época ambiental favoravel ao
desenvolvimento de larvas e alevinos. Alteragdes de fatores ambientais,
como fotoperiodo e temperatura, sdo detectadas por receptores especificos,
transmitidas ao cérebro e, depois, para o hipotalamo, alterando a produgéo e
liberagdo de hormdnios. Variagdes do fotoperiodo alteram a glandula pineal,
que funciona como um fotorreceptor em peixes. Conforme o fotoperiodo, a
secrecdo de melatonina e serotonina por esta glandula, sofre variagao.
Esses horménios atuam no hipotalamo, promovendo alteragbes no seu
funcionamento, modificando a reprodugao do peixe ®1),

O sistema reprodutivo feminino do zebrafish é constituido por um par
de ovarios pareados, localizados bilateralmente entre a parede abdominal e
da bexiga natatéria. No corte histoldgico representado na figura 3, o ovario é
limitado pelo figado e intestinos. Parte do pancreas esta localizado na

cavidade peritoneal anterior, entre figado, intestino, bexiga (62)
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Figura 3. Corte histoldgico axial de fémea adulta de zebrafish. Em destaque, nas

setas, os ovarios direito e esquerdo. Coloragao por H&E ©2.
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O ciclo de reprodugcao do zebrafish deve assegurar uma quantidade
suficiente de células somaticas maduras, que sé é possivel dentro do
processo de regular da oogénese ©.

A oogénese nos teledésteos € um processo dinamico, em que 0s
oocitos passam por varias fases de desenvolvimento. De acordo com o
padrao do desenvolvimento do odcito os ovarios dos peixes sao
classificados em trés tipos ®%) No caso de oogénese (a) sincrénica, todos os
ovaocitos desenvolvem ao mesmo tempo, e a ovulagado também é simultanea.
O ovario do (b) grupo- sincronico consiste em pelo menos dois grupos de
ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento: teledsteos com este
tipo de ovario geralmente geram ovos uma vez por ano e tém uma gestacgao
em um periodo relativamente curto ®4) Ja na oogénese (c) assincronica,
podem ser encontrados odécitos em estagios diferentes de maturacao e
ovulacgo 5%, No caso do zebrafish a oogénese é assincronica, e, portanto,
fases diversas de maturagao do odcito estdo presentes simultaneamente.

O desenvolvimento folicular pode ser dividido em trés fases:
crescimento primario (CP), crescimento secundario (CS) e ovdcito maduro
(OM). O crescimento primario é caracterizado por uma intensa proliferagéo
de organelas, acumulo de RNA materno no citoplasma e diferenciagao das
células foliculares e tecais. Nesta fase, ocorre também o inicio da formacao
da zona pelucida. No ooplasma justanuclear, a proliferacdo de organelas

membranosas ocorre em area conhecida como corpo de Balbiani ou nucleo
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vitelinico. Durante este periodo, os ovocitos aumentam em tamanho e a
basofilia citoplasmatica torna-se mais intensa. Grandes quantidades de
glicoproteinas sao sintetizadas na fase final do crescimento primario e sao
incorporados em vesiculas formadas na periferia do ooplasma, chamadas de
alvéolos corticais ©”. Os alvéolos corticais liberam seu contetido durante a
reacado cortical no espago perivitelinico, sendo responsaveis pelo
endurecimento da zona pelucida dificultando a polispermia durante a
fertilizacao ).

Os od6citos dos teledsteos, como em outros vertebrados, séo
rodeados por duas camadas de células: a camada mais externa de células
da teca, e a mais interna da granulosa. A medida que os odcitos crescem as
células foliculares multiplicam-se e formam uma camada continua folicular
chamada camada de células da granulosa. O desenvolvimento do odcito de
peixe pode ser dividido em 6 fases de acordo com a classificagao de Brown-
Peterson et al. ®® : crescimento primario (PG); odcito alvéolo- cortical (CA);
oocito vitelogénico, que se divide em vitelogénico primario (Vig1);
vitelogénico secundario (Vtg2), vitelogénico terciario (Vtg3) de acordo com o
diametro do odcito, a quantidade de citoplasma preenchido pelo nucleo, e a
presenca de gotas de 6leo; odcito maduro (OM); odcito pds-ovulatorio

(POF) e odcito atrésico (A) ©¥.
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Figura 4. Crescimento do odcito caracterizando as diferentes fases que constituem
a oogénese. Classificacdo segundo Brown Peterson, et al. ®®. A. Vtg1 : odcito
vitelogénico primario; Vig2 : odcito vitelogénico secundario; Vtg3 : odcito
vitelogénico terciario, PG: oodcito de crescimento primario; CA: odcito alvéolo-
cortical; POF: oécito pds-ovulatorio. B. A: odcito atrésico.
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No zebrafish, o figado € o responsavel pela liberacdo do estrégeno.
Enquanto que os humanos e ratos possuem dois receptores de estrogeno
(ERa e ERP) o zebrafish possui além do ERa dois subtipos de ERB, o ER[1
e 0 ERP2. Estes subtipos foram renomeado pela Rede de Informagao

Zebrafish (ZFIN) (http://zfin.org) para esr1, esr2b e esr2a, respectivamente

(59)

Assim como nos seres humanos, os receptores de estrégeno no
zebrafish apresentam diferentes atribuicdes teciduais e afinidades ligantes.
No entanto, em ambos os peixes e 0s seres humanos, a estrutura geral e os
dominios funcionais destes receptores sao semelhantes (60),

Em certas circunstancias é dificil detectar a presenca de substancias
poluentes no ar, solo, ou amostras de aguas pela sua baixa concentragéo ou
sazonalidade de sua emissao no ambiente. No entanto, considerando que
muitos poluentes induzem o efeito através de bioacumulagao, a identificagao
de sua concentragdo em sistemas vivos indica com grande precisao seu
impacto ambiental ¢! 62).

Uma vez que as PED correspondem a maior parte do material
particulado urbano, avaliar os efeitos delas é de grande importancia para
elucidar seus efeitos biolégicos e bioquimicos, e pode ser importante para
entender os efeitos adversos sobre a saude reprodutiva.

Existem inumeros trabalhos com exposicéo isolada de componentes,

mas muitas vezes o efeito deles em conjunto pode potencializar ou causar

efeitos diferentes dos conhecidos com as substancias isoladas.
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Com todas as vantagens do zebrafish em estudos experimentais,
nosso trabalho se propde a introduzir e padronizar uma nova linha de
pesquisa no Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP que ja vem
sendo amplamente utilizada nos mais conceituados centros de pesquisa
com animais ao redor do mundo, avaliando os efeitos da combinacédo de

metais presentes nas PED sobre os ovarios de zebrafish.
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OBJ ETIVOS
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2. Objetivos:

» Implantar estudos toxicolégicos com zebrafish (Danio rerio) na
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

» Desenvolver um protocolo de diluicdo e exposi¢cdo das PED para
zebrafish.

» Avaliar os efeitos da exposigdo aos metais presentes nas PED
provenientes da frota de 6nibus da cidade e S&o Paulo no ovario de

zebrafish:

1. Na morfologia das génadas femininas dos animais expostos

e controles: analise histologica.

2. No padrao de expressdo dos Receptores de Estrogeno

(ERs) nas gbnadas femininas dos animais expostos e controles.
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M ETODOS
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Os protocolos utilizados no presente estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

(CAPPesq n° 0571/09).

3. 1. Animais

Nesse estudo foram utilizados peixes da espécie Danio rerio, também
conhecido como “peixe paulistinha” ou zebrafish, adquiridos em loja de

aquarios, todos adultos com mais de 3 meses de idade e maduros

)

sexualmente. Seguindo o protocolo de US-EPA (63 modificado, esses peixes

foram mantidos em aquarios com 10 litros cada, com agua filtrada e
desclorada, aeracédo constante, temperatura 27°C+ 2 °C, pHentre 7e 7,4 e
fotoperiodo de 14h/10h dia/noite. Assim que os peixes chegaram ao
laboratério eles passaram por um periodo de quarentena. Periodo
necessario para a ambientalizacdo dos animais. Os peixes foram
alimentados com ragdo comercial TetraMin® duas vezes ao dia através de
alimentador automatico (Meadow®) e artémia (pequeno crustaceo vivo

altamente rico em proteinas) 2 vezes por semana.
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3. 2. Particulas de Exaustdo do Diesel (PED): coleta e

caracterizagao

As particulas de exaustdo de diesel (PED) foram doadas pelo
Laboratério de Poluicao Atmosférica Experimental (LPAE) da Faculdade de
Medicina de Sao Paulo. A coleta das particulas foi feita através de um
dispositivo retentor de particulas adaptado ao tubo de escape de um 6nibus
da frota de transporte publico de Sao Paulo, equipado com um motor
Mercedes Benz MB1620, 210 hp, sem controle eletrénico de injecdo de
combustivel, alimentado com diesel metropolitano. Esse tipo de 6nibus foi
escolhido por ser o mais frequente operando em Sao Paulo, com base nas
informacdes fornecidas pelo poder municipal. O filtro acoplado ao
escapamento € formado por uma esponja de aco inoxidavel colocada na
linha do cano de descarga do veiculo. As particulas de diesel foram
coletadas apdés um dia de operacado de rotina do 6nibus e armazenadas a

4°C para estudos toxicologicos posteriores.

3. 2. 1. Analise dos componentes metalicos

A analise da composicao elementar foi feita por espectrometria de
fluorescéncia dispersiva de raios X de acordo com metodologia previamente
descrita por Lakset al. ¥, realizada no Laboratério de Poluigdo Atmosférica,

Departamento de Patologia, Universidade de Sao Paulo.
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A analise por fluorescéncia de raios X € um método quali-quantitativo
baseado na medida das intensidades (numero de raios X detectados por
unidade de tempo) dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos que
constituem a amostra. Os raios X emitidos por tubos de raios X, ou raios X
ou gama por uma fonte radioativa, excitam os elementos constituintes, os
quais, por sua vez, emitem linhas espectrais com energias caracteristicas do
elemento e cujas intensidades estao relacionadas com a concentragéo do
elemento na amostra.

Quando um elemento de uma amostra é excitado, este tende a ejetar
os elétrons do interior dos niveis dos atomos, e como consequéncia disto,
elétrons dos niveis mais afastados realizam um salto quéntico para
preencher a vacancia. Cada transicdo eletrbnica constitui uma perda de
energia para o elétron, e esta energia é emitida na forma de um féton de raio
X, de energia caracteristica e bem definida para cada elemento. Assim, de
modo resumido, a analise por fluorescéncia de raios X consiste de trés
fases: excitacdo dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos
raios X caracteristicos emitidos pela amostra e detecgao desses raios X.

Desse modo ao se considerar a intensidade (niumero de raios X
detectados por unidade de tempo) dos raios X caracteristicos emitidos pela
amostra obtemos linhas espectrais com energias caracteristicas de cada
elemento, onde a intensidade esta relacionada a concentracdao do elemento

na amostra. A concentracdo de cada elemento €, normalmente, expressa em

Dissertacdo de Mestrado « Fabiana Moura Novaes Mendez



32

termos de massa desse elemento dividido pela massa total da amostra,
sendo habitualmente expressa em % ou em mg/g.

Ha dois tipos de analise uma que envolve os elementos de “Na a U”
na forma de metais e a outra onde o espectro resultante é analisado em uma
segunda etapa, para obter-se o resultado quantitativo dos elementos K, Ca,
Cl, Mg, Si, S, Al, Fe, P, Sr, Br, Ti, Cu, Zn, Ni, Cr, V e Co.

As analises foram feitas com o espectrémetro da marca Shimadzu Co.
Este utiliza um tubo gerador de raios-X de rédio (Rh-target tube). As analises
quantitativas foram feitas utilizando o software da Shimadzu, com a
calibragdo dos paradmetros fundamentais com a utilizagdo de amostras
padronizadas da NIST (National Institute of Standards and Technology,

NIST, Gaithersburg, MD, USA).

3. 2. 2. Analise dos componentes orgénicos

As concentragbes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
foram analisadas no Laboratério de Radioisépotos Eduardo Penna Franca,
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Na analise utilizou-se um espectrofotometro de absorcédo atdmica

(Varian, modelo AA-1475,Victoria, Australia).
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3. 2. 3. Caracterizagdo das particulas de Exaustao do Diesel

A tabela 1 mostra a composigao elementar e organica das PED.

Conforme a espectrometria de fluorescéncia dispersiva de raios X as
PED utilizadas nesse trabalho apresentaram as seguintes concentragdes de
metais: niquel (Ni) — 181 + 37 ppb;ferro (Fe) — 74,556 * 2,266 ppb;chumbo
(Pb) — 50 = 47 ppb; cadmio (Cd) — 29 + 8 ppb; cromo (Cr) — 161 £ 116 ppb e
cobre (Cu) — 17 = 1 ppb. Onde ppb significa partes por bilhdes e
corresponde a uma micrograma da substancia por litro de agua.Os
componentes organicos identificados na amostra (peso seco em ng/g)
incluem: naftaleno, 49,23ppb; acenaftileno, 179,48ppb;fluoreno, 683.94ppb;
antraceno, 94,73ppb; pireno, 12.838,27ppb; benz[alantraceno, 1162,73ppb;
benzo[b]fluoranteno, 789.93ppb; benzo[k]fluoranteno, 562,8ppbe

benzo[a]pireno, 1642.28ppb.
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Tabela 1: Concentragéo dos principais compostos metalicos (ppb) e organicos

(ppb) presentes na amostra de PED.

Metais PED HPAs PED
Niquel (Ni) 181137 Acenaftileno 179,48
Ferro (Fe) 74,556+2,266 Fluoreno 683,94

Chumbo (Pb) 50147 Pireno 12838,3
Cadmio (Cd) 2948 B[a]antraceno 1162,73
Cromo (Cr) 161+116 B[b]fluoranteno 789,93
Cobre (Cu) 171 B[k] fluoranteno 562,28

Bl[a] pireno 1642,28

NOTA .Concentragdo dos metais foi determinada por espectrometria de fluorescéncia
dispersiva de raios X, valores apresentados em médias + DP. A concentracdo dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foi determinada por espectrofotometria de
absorgao atomica.

3. 2. 4. Exposigéo isolada dos elementos: solugdo de metais

Experimento realizado no Centro de Bioterimos da FMUSP.

A partir da analise dos hidrocarbonetos e metais, descritas
anteriormente,foi realizada uma exposi¢cao utilizando o grupo dos metais.
Essa exposicao teve por finalidade a avaliagaodo efeito da exposi¢cdo aguda
a combinacdo de metais, presentes nas PED, no sistema reprodutivo de

fémeas de zebrafish.
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3. 2. 5. Diluigéo dos metais

Os elementos utilizados foram o Niquel (Ni) (solugdo padrao da SCP
Science®); Ferro (Fe) (solucdo padrdo da Sigma-Aldrich®); Chumbo (Pb)
(solucdo padrdo da Fluka®); Cadmio (Cd) (solucdo padrdo da SPC
Science®); Cromo (Cr) (solugdo padrdo da Fluka®) Cobre (Cu) (solugdo
padrdo da SPC Science®).

As solugbes padroes dos elementos utilizados nas exposi¢coes
toxicolégicas foram doadas pela empresa Toxikon® - Assessoria
Toxicoldégica LTDA, através do quimico Paulo Dirceu Luchini.

Os compostos foram diluidos em agua deionizada (Milli-Q) de acordo
com as concentragdes encontradas na tabela 1. Por serem soluveis em
agua, os metais nao necessitam de solventes organicos na sua diluicéo,
evitanto com que haja possiveis reagdes quimicas com os outros elementos.
Os elementos foram diluidos a partir do padrdo de concentracdo de

1000mgl/L.

3. 2. 6. Exposigédo das fémeas aos metais

As fémeas foram expostas a combinagcdo de metais em ensaio
estatico e o controle em aquarios de 3 litros durante o periodo de 3 dias,
com 6 fémeas agua com temperatura ambiente, fotoperiodo 14h/10h

dia/noite, com aeragao constante e sem alimentacdo durante o periodo de
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exposicao (os peixes foram alimentados antes da exposi¢ao). Experimento

realizado em triplicata (figura 5).

Figura 5. Exposicdo aguda dos peixes zebrafish fémeas a concentragbes de

metais.

Apds a exposicao, 4 fémeas de cada aquario foram separadas para
analise molecular e 2 fémeas de cada aquario foram separadas para analise
histoldgica.

As fémeas de zebrafish foram anestesiadas com benzocaina,
sacrificadas, medidas e pesadas. Foi medido o comprimento total do animal,
o comprimento padréao (medida da cabecga até a extremidade da ultima

vértebra). Os valores apresentaram-se variando entre 3,1cm a 4,4 cm para
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comprimento total; 2,6 cm a 3,5 cm para comprimento padrao e 0,275 g a
0,710g de peso corporeo. Apos a pesagem do animal, as gbnadas femininas
(ovarios) foram retiradas e pesadas apresentando intervalo de valores

0,011g a 0,037g, como representado na tabela 2.
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Tabela 2. Valores do comprimento total, comprimento padrado, peso corpéreo e peso das gbnadas das fémeas

expostas as PED e controle.

Peso

Comp. Total (cm) Comp. Padrao (cm) Peso (g) Gonada (g)

N Min Max Média D.P. Min Max Média D.P. Min Max Média D.P Min Max Média D.P

Expostos 9 3,400 4,400 3,800 0,310 2,700 3,500 3,100 0,200 0,376 0,710 0,531 0,119 0,011 0,037 0,026 0,008

Controle 9 3,100 3,900 3,500 0,250 2,600 3,100 2,700 0,200 0,275 0,461 0,339 0,061 0,011 0,034 0,017 0,011

N - numero de individuos avaliados por grupo (expostos/controle), Min- valor minimo encontrado, Max - valor maximo encontrado, D.P- desvio

padrao
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3. 4. Analise histolégica das génadas

A anadlise morfologica das gbnadas foi feita através da histologia no
Laboratério de Endocrinologia de Peixes do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICB) da USP. Apos a pesagem, as gonadas foram fixadas em solugao de
Bowin por 24 horas. Posteriormente, foram desidratadas em alcool 70%,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, sendo este um processamento
de rotina para confeccdo de laminas histologicas. Apds o material ser
cortado em micrétomo manual na espessura de 5um, o mesmo foi corado
com Hematoxilina-Eosina (HE). Posteriormente, as laminas histolégicas
foram analisadas em microscopia de luz (AxioScope - A1, Carl Zeiss,
Alemanha) para descricado morfolégica, com o intuito de avaliar o estado de
maturagdo do animal e a presenca de ovdcitos atrésicos. A contagem de
ovocitos atrésicos foi utilizada como indicativo de possivel alteragao
decorrente da exposicao.

Os ovocitos atrésicos perdem sua forma arredondada tipica e
apresentam zona radiata fragmentada e granulos de vitelo desorganizados.
Para a sua contagem foi utilizada uma funcdo do software Axiovision 4.8
(Carl Zeiss, Alemanha) chamada “grelha”, comumente utilizada para
contagens em microscopia, na qual uma tela de quadrados sobrepde a

imagem proveniente do microscépio. Foram contadas as intersecgdes dos

Dissertacdo de Mestrado  Fabiana Moura Novaes Mendez



40

quadros em que continham ovdcitos atrésicos selecionando 10 planos

aleatorios de cada lamina, tomando cuidado para nao repeti-los.

3. 5. Analise molecular

3.5.1. Extracdo de RNA total para PCR em Tempo Real

O RNA total foi extraido a partir de ovarios retirados do zebrafish,
utilizando o RNAeasy Mini Kit®(Quiagen, Hilden, Germany).

ApoOs a retirada e pesagem das gbnadas, os tecido gonadais foram
transferidos imediatamente para frascos contendo RNA/ater (Ambion, Austin,
TX, USA) e armazenados a -20°C.

Antes de iniciar o protocolo foi adicionado 10 ul de B-mercaptoetanol
por 1 ml de tampao RLT e adicionado 4 volumes de etanol ao tampao RPE.

O tampao RPE é fornecido como um concentrado. Portanto antes do
procedimento foi adicionado 4 volumes de etanol (96-100%), como indicado
no frasco, para se obter uma solugao de trabalho.

Os tecidos estabilizadas no RNA/ater foram removidos com auxilio de
uma pinga. Foi feito um pool de ovarios contendo trés ovarios de cada grupo
(C1, C2, C3; T1,T2, T3) representando um total de cerca de 30mg de tecido
de cada amostra. Os tecidos foram homogeneizado sem 600 ul Buffer RLT
contendo 10 ul de Beta-mercaptoetanol (3-ME) e centrifugados em uma
minicentrifuga em velocidade maxima por 3 minutos. Foi adicionado 1

volume de etanol a 70% ao produto e homogeneizado por pipetagem. Foi
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transferido 700 uL da amostra, incluindo qualquer precipitado que possa ter
se formado, para uma coluna de spinRNeasy, proveniente do kit, colocado
em um tubo coletor de 2 ml e centrifugado durante 15 segundos a 10.000
rom para remover o sobrenadante. Descartou-se o sobrenadante com o
auxilio de uma pipeta. Adicionou-se 350 ul de buffer RW1, este tampao atua
no tratamento das DNAses. Centrifugou-se por 15 segundos a 10.000 rpm
para lavar a membrana da coluna. Descartou-se o sobrenadante. Adicionou-
se 10ul de DNAse | a 70ul de tamp&ao RDD invertendo o tubo gentilmente
para misturar o produto e imediatamente centrifugado rapidamente para
coletar residuos restantes na parede do tubo. Foi adicionado 80ul da mistura
de DNAse | a membrana da coluna de spin RNAeasy e foi depositada na
bancada por 15 minutos em temperatura ambiente (20-30°C) para aumentar
o rendimento da extracdo. Foi adicionado 350ul de tampao RW1 a coluna de
spin RNeasy e centrifugado por 15 segundos a 10.000 rpm. O produto foi
descartado.

Adicionou-se 500 ul do tampédo RPE a coluna, centrifugou-se por 15
segundos a 10.000 rpm e descartou-se o sobrenadante. Repetiu-se a etapa
anterior para aumentar a eficiéncia. Porém a ultima foi centrifugada por 2
minutos a 10.000 rpm. A coluna foi colocada em outro tubo coletor de 2 ml e
centrifugada durante 1 minuto em velocidade maxima. Em sequéncia a
coluna foi colocada em um novo tubo coletor de 1,5 ml e foi adicionado 50ul
de RNAse-free Water diretamente a membrana da coluna e centrifugado por

1 min a 10.000 rpm para eluicdo do RNA.
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Os tubos foram armazenados a -80°C.

3. 5. 2. Analise da qualidade e quantificagdo do RNA ftotal

Duas aliquotas de 5uL foram separadas, sendo que uma foi utilizada
para quantificagdo e avaliagdo da pureza do RNA total extraido em
espectrofotdmetro (Biophotometer, Eppendorf, Alemanha) e a outra aliquota
foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% com posterior
visualizagcdo em transiluminador ultravioleta e fotografadas com sistema
digital de captura de imagem ou fime Polaroid® para avaliacdo da
integridade do RNA extraido. O RNA extraido foi entdo submetido a
transcricdo reversa (RT - reverse transcriptionstep) no qual o DNA
complementar (cDNA) foi produzido através do uso de primers randémicos
provenientes do kit High Capacity cDNA Archive Kits®(Applied Biosystems,

The Perkin-Elmer Corporation, CA, USA), como descrito abaixo .

3. 5. 3. Sintese de cDNA pela reagcéo de transcrigdo reversa (RT-

PCR)

O cDNA foi sintetizado a partir de 1ug de RNA por reagdo de
transcricdo reversa utilizando- se o High-capacity cDNA Reverse
Transcription Kits®(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo

com as instrucdes do fabricante. Brevemente, foram adicionados ao RNA:
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2ul de do tampao 10x, 0,8 pl do mix de dNTP 100 mM, 2 ul de randon
primer, 1 yl de inibidor de RNase, 1 yl da enzima Transcriptase Reversa e
3,2 ul de agua livre de nuclease. Em seguida, a amostra foi incubada a 25°C
por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 segundos e mantida a
4°C.

Ao final da reacdo a amostra foi mantida em gelo e o cDNA foi

estocado em freezer —20°C.

3. 5. 4. Estudo da expresséo por reagdo de PCR em tempo real

O cDNA obtido na transcrigdo reversa foi submetido a reacgdes de
PCR em tempo real para a quantificacdo da expressao dos genes esr7,
esr2a, esr2b de zebrafish. A quantificacdo dos produtos de RT-PCR foi
realizada por um sistema de deteccao de sequéncias (SDS) ABI Prism 7000
(Applied Biosystems, Forster City, CA, EUA) utilizando-se um ensaio 5’
nuclease do sistema TagMan®. Para tanto, foi utilizado o Kit TagMan
Universal PCR Master Mix 2X ®(Applied Biosystems, The Perkin-Elmer
Corporation, CA, USA) que contem pares de primers exbnicos especificos
para cada gene, além de sonda especifica para o fragmento amplificado
pelos primers, devidamente testados e otimizados (concentragédo de primers
e sondas) por um sistema desenvolvimento de ensaios (assays by designs
ou on demand) desenvolvido pela Applied Biosystems, de forma a garantir a

amplificagdo apenas dos produtos desejados, bem como a ndo amplificagao
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de DNA gendmico. As sondas dos genes alvosesr1, esr2a, esr2b foram
marcadas com uma fluorescéncia FAM, enquanto as dos genes
endégenosefia, tubal, B-actin1, ensaa, b2m foram marcadas com VIC.
Estas sondas incitam comprimentos de ondas bem distintos, que emitem
sinal captados pela camera CCD do aparelho.

As reacgdes de amplificacdo por PCR em tempo real foram realizadas em
triplicata e singleplex em um volume total de 25 pl contendo 12,5 ul de
TagMan® Universal Master Mix, 2uL de Cdna (25ng/ pl), 1,25 ul do ensaio
contendo primers e sonda especificos para cada gene, em um volume final
de 25uL e H,0 a completar. Visando garantir a acuracia das reacdes, 0
desvio padrao maximo aceito entre as triplicatas foi de até 0,3. O ensaio foi
repetido para confirmacgao da reprodutibilidade dos resultados.

No final da PCR em tempo real, os resultados foram arquivados em

um software do SDS 7000, para posterior analise.

3. 5. 5. Validagdo do método 2 “4€T

Foi realizada a quantificacao relativa dos genes em estudo, utilizando
como calibrador um pool comercial. O calculo da quantificagdo de forma a
permitir uma comparagdao expressa em numero de vezes foi realizado

utilizando-se 0 método 2 24T

conforme descrito por Livak em 2001, onde o
ACT é diferenca de expressao entre o gene alvo e o enddégeno de uma

determinada amostra e o AACT corresponde a diferenca entre o ACT de
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uma determinada amostra e o ACT do calibrador. Para validagdo do 2744¢T
como método de quantificacdo padronizou-se uma curva de diluicdo de
forma a demonstrar que a eficiéncia de amplificagdo do gene alvo e
enddgeno sao as mesmas. Para tanto realizou-se diluigdes 72 progressivas
de amostras de cDNA (100 ng a 0,01ng) de forma a verificarmos se a
diferenca entre elas € de um ciclo (CT). A curva padrao foi realizada em um
experimento de mesmo tubo (singleplex), e em tubos separados (multiplex)
de forma a padronizarmos os dois experimentos; a mesma, como
recomendado, é realizada tanto para o gene enddgeno, quanto para os
genes alvos. Cada ponto da reta é estabelecido pela relagdo do log da
quantidade da amostra no eixo das abscissas € o Cy da mesma no eixo das
ordenadas. O experimento é validado por uma equacao da reta, em que a

inclinagdo da mesma seja mais proximo de -3,3 com uma relagao r > 0.99.

Os dados foram analisados em software “Sigma Stat for Windows” (Systat

Software, Inc.)
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Grafico 1. Curva — padréo de amplificagdo do gene alvo esr1.
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Grafico 2. Curva — padrao de amplificagéo do gene alvo esr2a.
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y = -3,042 + 32,656
esr2b R? = 0,9959
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Grafico 3. Curva — padrao de amplificagéo do gene alvo esr2b.

Validagdo do método 2 -2ACT
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Grafico 4. Experimento de validacdo do método 2 2°T. Validagao para os

genes alvo esr1 e gene enddgeno B-actin.
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Grafico 5: Experimento de validagdo do método 2 22°T. Validagdo para os

genes alvo es2a e gene endégeno B-actin.
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Grafico 6. Experimento de validacdo do método 2 ™2°T. Validagdo para os

genes alvo es2b e gene enddgeno B-actin.
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3.5.6. Escolha dos genes enddgenos

Quando se emprega a técnica de estudo de expressao em tempo real,
para se obter uma interpretacdo confiavel dos resultados bem como ser
capaz de detectar pequenas mudangas nos niveis de expressado, é
necessaria uma normatizacao precisa. Nos calculos da quantificagao relativa
uma estratégia comum de normalizacao é a amplificacdo de um ou mais
genes endogenos controles, em paralelo ao gene alvo. Um gene enddgeno
considerado ideal deve exibir uma expressao constitutiva e estavel nas
amostras investigadas. A escolha de um gene enddégeno inadequado pode
gerar resultados alterados. Sendo assim, para escolhermos quais seriam 0s
melhores genes enddgenos para os tecidos de ovario de zebrafish neste
estudo, foram testados 5 genes enddgenos (tabela 6). Dentre eles foram
escolhidos a (B-actin,o b2m e o ef1-a. A média geométrica da expressao dos

trés genes foi usada entdo, como gene enddgeno no calculo 224CT
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Tabela 3. Genes alvos e enddgenos estudados por PCR em tempo real

Numero de
Simbolo Nome do gene Funcao ] L
identificagcao
Receptor de Sequencia especifica de
esrf P + g NM_152959
estrogeno 1 ligagdo de DNA
(A) Receptor de Sequencia especifica de
esr2a . AAH44349
estrogeno 2a ligacdo de DNA
A) Receptor de Sequencia especifica de
esr2b 3 . AAH86848
estrégeno 2b ligagdo de DNA
E) . Proteina inibidora de
ensaa Endosulfina alfa a NM_001045184
fosfatase
B-actin Proteina ligadora de ATP ~ NM_131031
Beta-actina1
Processamento de
antigenos e
(E) beta-2- .
b2m apresentacao de NM_ 131163

microglobulina
I antigeno do peptideo via

MHC classe 1
- Fator de Fator d.e
efl-a alongamento 1- a alongamento/Ligante da NM_131263
proteina GTP
: Processo catabdlico de
tubat Tubulina NM_194388

GTP

® genes alvos® genes endogenos

NOTA. Informacgdes obtidas através do site: http://zfin.org/
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3. 6. Analise estatistica

Para a anadlise comparativa do numero de ovécitos atrésicos
encontrados nos animais expostos e controles foi utilizado o test t de Student

em virtude da distribuicdo normal das variaveis numéricas.

A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS (verséo 13.0,
SPSS Incorporation). As variaveis continuas foram expressas como média e
desvio padrdo. E o teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as

variaveis numeéricas.

Para toda analise estatistica tomou-se como valor significante p<
0,05.
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RESU LTADOS
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4. 1. Implantagao de estudos toxicolégicos com zebrafish (Danio rerio)

na Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

De acordo com o protocolo de USEPA o zebrafish necessita de
condi¢cbes ambientais adequadas para a sua sobrevivéncia e reproducéo em
cativeiro, como descrito anteriormente na metodologia.

Inicialmente foi cedido um espacgo temporario e limitado no laboratério
de poluicdo atmosférica experimental (LPAE - LIM 5) da Faculdade de
Medicina da USP (FMUSP) para a instalagdo de parte dos aquarios para a
ambientacdo e manutengdo de nossas matrizes obtidas em lojas
especializadas. Porém esse local ndo oferecia as condi¢bes necessarias,
provocando elevado nivel de estresse nos animais, crescimento de algas
devido a incidéncia de luz solar direta nos aquarios, determinando alto indice
de morte.

Com o intuito de adquirir um espaco definitivo e adequado para os
nossos animais, fizemos contato com o Biotério Central da FMUSP,
responsavel por manter e criar animais para pesquisa. Este mostrou grande
interesse  em iniciar trabalhos experimentais com o zebrafish,
disponibilizando uma sala exclusiva para a instalagdo dos aquarios, criagao
dos animais e desenvolvimento do nosso projeto que é pioneiro no Brasil.
Apds o contato com alguns pesquisadores que trabalham com zebrafish,
percebemos que o0 desenvolvimento do projeto seria muito menos
trabalhoso, mais rapido e adequado se utilizassemos o sistema de aquarios

Zebrafish Housing System (ZEBTEC, Tecniplast) (figura 6).
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Entramos em contato com o fornecedor para obter maiores
informacdes e para discutir a exequibilidade do projeto utilizando esse
sistema, uma vez que seria a primeira vez que um pesquisador o utilizaria
para pesquisa com poluicdo atmosférica. Apds contato com o representante
da Tecniplast no Brasil e com os técnicos da Tecniplast na Italia,
confirmamos a exequibilidade do projeto através desse sistema, assim,
solicitamos a FAPESP a compra do ZEBTEC por meio de Auxilio a Pesquisa
- Regular (2009/03980-0).

A sala disponibilizada pelo Biotério Central da FMUSP permaneceu
em reforma durante um ano para a preparagdao do encanamento, da rede
elétrica, da ventilagdo e da iluminagdo para a instalagcdo do sistema
ZEBTEC, além de criar as condi¢cdes ideais para a sobrevivéncia e
reproducido dos animais.

Apesar de a sala ter ficado adequada, a demora do processo de
importacdo do ZEBTEC né&o permitiu que esse trabalho fosse desenvolvido
no sistema. Portanto, foi necessario desenvolver o projeto em aquarios

convencionais.
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Unidade
Zebra Fish

Figura 6. Unidade de zebrafish no Centro de Bioterismo da FMUSP.

4. 2. Desenvolvimento do protocolo de diluicdo e exposicao das PED

para zebrafish

4. 2. 1. Padronizagéo da diluicdo e da dose subletal

Experimento realizado no laboratério de poluicdo atmosférica

experimental (LPAE - LIM 5).

Esse procedimento foi realizado com a finalidade de avaliar os efeitos
comportamentais e de sobrevivéncia dos animais, a fim de obter as

concentragdes subletais das PED, ja que ndo ha evidéncia literaria sobre o
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comportamento do peixe zebrafish enquanto exposto as particulas de
exaustao do diesel em meio aquoso.

Esse procedimento foi baseado no protocolo realizado por Luiz et
al.®® utilizando plantas da espécie Tradescantia pallida como bioindicador
sendo suas raizes expostas a poluentes provenientes da queima de
combustivel diesel, em concentragdes ambientais, diluidos em meio
aquoso, e também baseando-se no guia: OECD Series on Testing and
Assessment: Guidance Documenton Aquatic Toxicity Testing of Difficult
Substances and Mixtures ©©).

As diferentes concentracbes das solugdes utilizadas nesse estudo
(400pg/mL, 200ug/mL, 100ug/mL, 50, pg/mL 25 pg/mL, 12,5ug/mL) foram
preparadas através de diluicdo seriada das PED. A partir da concentragao
800 pg/mL foram feitas diluigdes até atingir as concentragcbes determinadas.
O material foi diluido em agua filtrada e submetido a um misturador
mecanico por duas horas e em seguida transferido para um banho de
ultrassom (Branson® 1510; Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT,
USA) durante 1 hora para uma maior dissolugao das particulas. Em seguida
a diluigao foi filtrada em filtro de celulose (Millipore®) com 3um de porosidade
para eliminar particulas maiores.

Os animais foram separados e colocados em recipientes plasticos
com 1L de agua com 4 peixes adultos em cada, e expostos as PED em
ensaio estatico, contendo concentragdes decrescentes (400ug/mL,

200ug/mL, 100ug/mL, 50, pg/mL 25 pg/mL, 12,5ug/mL) e o controle durante
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o periodo de 3 dias, agua com temperatura ambiente, com aeragao
constante e sem alimentagdo durante o periodo de exposi¢cao (os peixes
foram alimentados antes da exposicdo). Experimento realizado em

duplicata. (figura 7)

Figura 7. Exposigéo do zebrafish as particulas de exaustao do diesel. Protocolo de
experimentacdo. Os aquarios com agua de coloracdo escura representam contém os
animais expostos as concentragdes decrescentes de PED, os de contetdo limpido

representam os que contém os animais controle.

Os peixes foram avaliados diariamente durante o periodo do teste
observando-se alteragdes externas como hemorragia, descoloragdo e

malformagdes. Em caso de morte, os peixes foram retirados dos recipientes.
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Comportamentos anormais (em relagao ao controle) foram anotados,
como o0s sinais gerais de intoxicagdo - hiperventilagdo, natagao
incoordenada, falta de equilibrio, inquietude e alteracdo na alimentacéo.

Apos a exposicao dos animais as concentragdes decrescentes das
PED notou-se que, mesmo nas mais altas concentragcbes todos
sobreviveram e nenhuma alteragdo comportamental foi observada em
relagdo ao grupo controle, no entanto os animais adquiriram uma coloragao
escura, sugerindo que as particulas de PED se aderiram ao corpo do animal.
Mesmo apos agitagdo e banho de ultra-som, as particulas nao se diluiram
completamente, e apos algumas horas elas comegaram a decantar, € no
terceiro dia de experimento as particulas ja estavam todas aglomeradas no
fundo do recipiente deixando a agua quase limpida.

Esses resultados sugerem que a parte que seria toxica para o animal
nao foi adequadamente absorvida e comprovou o fato de que o diesel € uma
substancia altamente hidrofébica, multicomponente e instavel em meio
aquoso ©©).

Diante disso, concluimos que os protocolos de diluicdo de
contaminantes ambientais normalmente utilizados para exposicdo de
animais aquaticos nao sao aplicaveis as PED por isso desenvolvemos um
protocolo de diluicdo a partir de solugbes comerciais de modo que as
concentracbes de cada elemento permanecesse de acordo com as
concentragdes encontradas na analise das PED (tabela 1), como descrito no

item 3.3.2. da metodologia.
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4. 2. 2. Analise histologica de ovario de zebrafish

Em relacdo ao desenvolvimento oocitario das fémeas de zebrafish

foram encontrados os seguintes tipos de fase de maturacgao:

Odcitos na fase de crescimento primario (PG): células germinativas

jovens que estao reunidas em ninhos em regides vascularizadas. Sao
células pequenas, com um nucleo arredondado e o citoplasma € escasso

(figura 8 - A);

Odcito _na fase cortical-alveolar (CA): essa fase é caracterizada pelo

surgimento de estruturas citoplasmaticas esféricas (deposicao lipidica),
semelhantes a vacuolos aparentemente vazios, localizados no citoplasma
cortical, proximas a membrana. Esses od0citos s&o caracterizados por
estarem em um processo de vitelogénese lipidica, representando a transigao
entre a fase pré-vitelogénica e vitelogénica. A zona radiata aparece mais
espessa e as estriagdes radiais sdo mais nitidas quando observadas em um

maior aumento no microscopio (figura 8- D);

Oobcitos na fase de vitelogénese (Vtg1, Vtg2, Vtg3): o odcito aumenta de

tamanho devido a deposigao de vitelo de origem endoégena e exdgena. Os

glébulos de vitelo distribuem-se por todo o citoplasma e o nucleo apresenta
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contorno irregular. No inicio dessa fase a posicdo do nucleo é central ou
levemente excéntrica, evidenciando nucléolos menores. As camadas
foliculares e a zona radiata ndo apresentam mudancas em relagao a fase

anterior (figura 8- D, E, G);

Odcitos na fase madura (OM): nos animais de ambiente natural, o

processo de maturacao final inicia-se quando os exemplares estdo proximos
a ovulacao. Neste caso, ocorre a migragcao do nucleo (ou também chamado
de vesicula germinativa) em direcdo a micrépila, regido localizada na
periferia do odcito, na qual, ocorre a entrada do espermatozdide e
posteriormente a fusdo dos nucleos dos gametas . Observando apenas a
zona radiata é possivel identificar as tipicas estrias radiais. Nota-se também,
0 nucleo desorganizado e nucléolos na periferia do odcito (figura 8- A, B, D,

F, G);

Foliculo pés-ovulatorio (POF) : € uma estrutura enovelada e sem células

em seu lumen, formada durante o periodo de desova, apds a ruptura da
camada folicular e liberagcdo do odcito para o meio externo. A camada
folicular (granulosa e teca) permanece no ovario apos a desova, tendendo a
colapsar devido a pressdo mecanica. Essa estrutura, com o passar do
tempo, também sera reabsorvida pelo organismo, sendo assim indicadora de

desova iminente (figura 8 — B, D, H);
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Odcitos atrésicos (A): constitui-se de odcitos que, por alguma razao

(ambiental — mudancas de temperatura, salinidade, fotoperiodo, exposi¢ao a
compostos quimicos, entre outros fatores — ou alteragao fisiolégica), nao
foram liberados e sao absorvidos pelo organismo. Todas as estruturas
constituintes de um foliculo ovariano (odcitos e camadas foliculares) serao
absorvidas. Os granulos de vitelo, quando presentes, perdem sua
individualidade, constituindo uma massa amorfa de substancia aciddfila. O
aspecto € de um odécito sem forma, apresentando vacuolos dependendo da
fase de degeneragao, sendo observado também um floculado amarelado. O
o0cito atrésico pode ocorrer em qualquer fase de desenvolvimento oocitario
(figura 8- C, G, H).

O indicio de que o animal é adulto e que esta apto a reprodugao é
observado pela presenga de ovocito maduro e de ovocito pos-ovulatorio.
Neste trabalho foram encontrados tanto nos ovario de animais controles
quanto nos expostos a presenca de ovocitos maduros e pos—ovulatérios
(figura 8), comprovando que todos os animais utilizados no experimento
estavam em idade adulta e atingiram idade reprodutiva.

Em relacdo a contagem de ovdcitos atrésicos a média observada nos
animais expostos foi de 1,5 + 0,4 e nos controles foi de 1,34 £ 0,3. Contudo,

nao houve diferenga significativa entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 8. Seccdes histoldgicas de ovario de fémeas adultas de zebrafish expostas
aos metais e controles apresentando as diferentes fases do desenvolvimento
oocitario. Coloracao por H&E — Hematoxilina e Eosina. A: controle 1- PG: odvito em
crescimento primario, OM: od6cito maduro; B: controle 2 - POF: foliculos poés-
ovulatério, OM: oécito maduro; C: controle 3 - A : odcito atrésico; D: controle 4 -
OM: od6cito maduro, CA: odcito cortical-alveolar, POF: foliculo pds-ovulatério, Vtg3:
odcito vitelogénico terciario; E: exposto 1- Vig1: odcito vitelogénico primario ; F:
exposto 2 - OM: odécito maduro; G:exposto 3 - Vtg2: odcito vitelogénico secundario;

H:exposto 4 — POF: foliculo pds-ovulatério, A: foliculo atrésico.

4. 3. PCR em tempo real

O PCR em tempo real € uma ferramenta para estabelecer os niveis
de expressao de mRNA de moléculas especificas em tecidos. Nesse estudo
essa metodologia foi utilizada para avaliar a expressao de trés receptores de

estrégenos, esr1, esr2a e esr2b em um pool de tecido ovariano de zebrafish.
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Na analise da quantificacdo absoluta utilizada para a escolha dos genes
enddgenos controles (validagdo do método 2 ~2€T) os resultados
mostraram que dentre os genes selecionados, a (-actin, o b2m, e o ef1-a
foram os que apresentaram valores de threshold mais estavel dentre os
outros genes testados, sendo estes selecionados para a analise por PCR em
tempo real.

Ja na analise de expressao por quantificagao relativa, os trés genes
receptores de estrogeno (esr1, esr2a, esr2b) obtiveram média: 0,68; 1,32;
0,54; respectivamente. O gene esr2a apresentou um aumento de expressao
em relagdo aos demais, contudo, nao houve alteragdo significativa na
expressao desses genes em relagdo aos controles. Todos os valores se

apresentaram dentro do intervalo de normalidade (0,5 - 2,0) (grafico 7).
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Grafico 7 : Quantificagcao relativa da expressao génica dos trés receptores de
estrogenos (esr1, esr2a, esr2b) em ovario de zebrafish por PCR em tempo real. A
linha preta ( == ) dentro de cada caixa representa os valores médios e as
extremidades ( T ) os valores maximos € minimos, e o outlier ( ° ) representa um
valor aberrante. A variagdo dos niveis de expressdo de cada gene encontra-se

dentro do intervalo de normalidade em relagédo ao grupo controle (0,5 — 2,0).
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DISCUSSAO
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Apesar do numero de estudos toxicologicos in vivo que utilizam o
zebrafish como biomarcador estar crescendo exponencialmente nas ultimas
décadas, nao ha, até o momento, nenhuma descri¢do da utilizacdo de PED

diluida no meio aquoso.

Com o intuito de introduzir simultaneamente duas novas frentes de
pesquisa na Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo, estudos
com zebrafish e estudos envolvendo substancias do meio ambiente com
atividade de desregulador enddcrino, criamos a Unidade de Zebrafish no
Biotério Central e desenvolvemos um protocolo de exposi¢cao as particulas

de exaustao de diesel.

A escolha das PED no desenvolvimento deste trabalho advém do fato
de este ser um sub-projeto do INCT-CNPgq: INAIRA sob coordenagédo do
Prof. Dr. Paulo Hilario Nascimento Saldiva, cuja linha de pesquisa envolve
principalmente os efeitos da poluigdo atmosférica na saude humana.
Experimentos com PED ja vém sendo desenvolvidos no Laboratério de
Poluicdo Atmosférica Experimental da FMUSP (LPAE) em camundongos ha
varios anos. Considerando as vantagens do zebrafish como biomarcador,
levantamos a hipotese que poderiamos mimetizar a exposicdo humana as

PED através das vias respiratorias.

A partir dos resultados obtidos no protocolo pré — experimental,

(66)

baseado em estudos anteriores desenvolvidos no LPAE com plantas e

embrides de galinha ®7) observamos que as PED s&o se diluiam na agua,
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mas depositavam-se no fundo do aquario de modo que, apds algumas
horas, a agua tornava-se limpida. Arukwe et al, analizaram a
biotransformagao xenobidtica e a esteroidogénese em zebrafish expostos a
diferentes concentracbes da fragdo soluvel em agua extraida de 6leo cru
biodegradavel (Troll B) que contamina os mares “". Os autores utilizaram
protocolos de caracterizagdo de Oleos crus para estudos ambientais

descritos anteriormente ©®

evidenciando que os estudos envolvendo
poluentes em animais aquaticos devem utilizar apenas os compostos

soluveis em agua para que a absorcéo pelo animal seja adequada.

Desenvolvemos entdo uma nova metodologia com a finalidade de
avaliar o efeito da interagdo dos elementos tragos (metais) presentes nas
PED no sistema reprodutivo de zebrafish. Os efeitos de alguns destes
elementos isoladamente no sistema reprodutivo ja estd bem elucidado na
literatura, no entanto, o efeito da combinagcdo destes nas concentracdes

emitidas pelos escapamentos dos motores a diesel ainda nao foi relatado

Um trabalho realizado in vitro com embrides de camundongos
expostos ao mesmo material obtido nesse estudo, porém em maiores
concentragdes (20 pug/cm?) mostrou que o Diesel afeta o desenvolvimento e
a qualidade de embrides, sendo capaz de alterar o processo de formagao de
blastocisto, diminuindo a taxa de células vivas e aumentando a taxa de
células em apoptose ©°.

Tem sido demostrado que a exposicdo aos metais tem impacto

negativo no sistema reprodutivo. Um estudo demostrou que niveis
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sanguineos maternos de chumbo (Pb) de aproximadamente 10 mg / dL tém
sido associados a aumento do risco de hipertensdo gestacional, aborto
espontaneo e desenvolvimento da prole reduzida ?. Pillai e col. ™
descobriu que o Pb pode afetar a funcdo da membrana pituitaria e provocar

alteragbes na ligacdo ao receptor e mecanismo secretor de horménios

hipofisarios.

Das et al. " relataram que os ovarios de peixes ciprinideos asiaticos
(Labeo bata) expostos ao Cd nas concentragbes de 4 - 10 mg/L
apresentaram uma diminuicdo de ovocitos maduros e também uma
proporgao significativamente maior de foliculos atrésicos em comparagéo
com os ovarios de fémeas nao expostas. Concentragdes maiores que>10
mg/L deste metal foram fatais para os peixes. O valor de toxicidade aguda
de Cd neste peixe foi de 2,8-10,5 mg/L, ja em baixas concentragées nao

provoca muitas alteragées em ovarios 9.

Chouchene et al. ™" investigaram os efeitos da exposicdo subcronica
(3 semanas) ao Cd na concentragdo de 0.4 mg/L em ovarios de zebrafish.
Os resultados mostraram que a exposicao de fémea adulta ao metal afeta
negativamente a histologia gonadal, evidenciada por um aumento da
proporcdo de foliculos atrésicos, proporcdo reduzida de ovocitos

vitelogénicos e redugao da formagéo do vitelo nestes ultimos.

Ovécitos atrésicos sdo de ocorréncia relativamente comum em

ovarios de teledsteos "V, A degeneracido dos ovdcitos, ou atresia folicular, é
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um processo que pode ocorrer antes e apds a desova, em ambientes
naturais ou artificiais. Ocorre normalmente antes da desova nos ovdcitos que
nao alcangaram a maturidade e, apds a desova, naqueles que deixaram de
ser eliminados .

No entanto, o aumento da atresia, particularmente nas fases
posteriores de desenvolvimento de ovécitos, pode indicar uma condigao
patologica e tem sido associado com a exposicdo aos contaminantes
ambientais. O aumento da frequéncia de foliculos atrésicos tem sido
observado apds a exposicdo dos animais a varios compostos
desreguladores endocrinos com diferentes modos de acdo. Em varios

estudos, o aumento da atresia foi acompanhado por diminuicao do débito

reprodutivo, que se traduz pelo sucesso de fertilizacdo e fecundidade.

O nosso estudo baseou-se na exposicao aguda dos animais aos
metais existentes nas PED, de acordo com os protocolos de exposi¢ao
aguda ja padronizados em outros estudos ©%%*®") O Cd e o Pb foram
utilizados em concentragdes mais baixas que as referidas nos estudos acima
) porém em combinacdo com os demais elementos tragcos encontrados
nas PED observamos que a exposicao aguda de fémeas adultas a
concentracdes ambientais do combinado de metais presentes nas particulas
de exaustao de diesel (Ni =0,181 mg/L ; Fe =0,07455 mg/L ; Pb= 0,05 mg/
L; Cd = 0,029 mg/L; Cr = 0,161 mg/L ; Cu = 0,017 mg / L) néo alterou o

numero de foliculos atrésicos nos ovarios dos animais expostos.
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Da mesma forma, o nosso estudo demonstrou que a exposi¢cao
aguda aos metais ndao provocou alteragdo na expressao dos receptores de
estrégeno de fémea adulta de zebrafish. O gene esr2a apresentou-se mais
expresso em relagdo aos genes esr1 e esrZ2a em ambos 0s grupos de

(") demostraram que o gene

animais, expostos e controles. Menuet e col.
esr2a apresenta maior sensibilidade ao estradiol (Ez), e € capaz de induzir
um gene reporter em concentragdes minimas (10" M E,). Esta alta

sensibilidade pode ser devido a uma maior afinidade para o E2..

A anadlise dos niveis de mRNA dos receptores o e no tecido
cerebral de zebrafish apos exposicédo a fragdo soluvel em agua de dleo cru
mostrou que a expressao diminuia com o aumento das concentragdes do
poluente sugerindo que o(s) composto(s) presentes na fragdo soluvel em
agua do oleo cru exerce um efeito de downregulation nesses receptores,

provavelmente alternado a esteroidogénese cerebral dos animais “1),

Uma possibilidade para o resultado negativo obtido € que a dose da
exposicao tenha sido insuficiente para alterar os parametros escolhidos, bem
como o tempo de exposicado. A resposta a poluentes além de depender da
concentracdo e do tempo de exposicdo, também depende da fase de
desenvolvimento em que se encontra o individuo. O estudo realizado por
Reis e col. em um municipio industrializado no Rio de Janeiro evidenciou
que, mesmo em niveis mais baixos que os recomendados pela legislagédo
vigente, é possivel observar os efeitos negativos da poluicdo sobre a

gravidez, como baixo peso ao nascer e prematuridade. Além disso, a relagao
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entre a exposicao aos desreguladores enddcrinos intra-utero e na fase
neonatal com os disturbios reprodutivos na mulher adulta esta bem

estabelecido em ambos estudos epidemiolégicos e em animais (79),

Outra possibilidade seria em relacdo ao desenho do estudo. Os
efeitos dos compostos com atividade de desreguladores enddcrinos devem
ser, preferencialmente, avaliados por duas ou mais geragdes, pois 0s
compostos que podem atingir diretamente o ovario podem alterar
mecanismos epigenéticos no odcito, levando a efeitos epigenéticos
transgeracionais (") Devido as dificuldades enfrentadas na instalagdo dos
aquarios e de um local adequado para reproducdo dos animais, nao foi
possivel a analise de diferentes geragdes.

Nao ha duvidas que a poluicdo ambiental, particularmente o Diesel,
tem efeito negativo sobre o sistema reprodutivo. Had um vasto numero de
publicacdes e evidéncias que comprovam essa afirmacao, porém a resposta
provocada pela exposicdo € dependente da concentragdo, do tempo de

exposicao, e do estagio de desenvolvimento do individuo.

A exposicédo a esses agentes toéxicos, incluindo outros desreguladores
enddcrinos, frequentemente ocorre através de fontes que n&o sao previstas
pelo individuo ou pela comunidade. Tanto a agua quanto os alimentos
podem conter uma grande variedade de substancias toxicas (residuos de
pesticidas, agrotoxicos, metais, hormonios, antibidticos e residuos

industriais).
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As possiveis consequéncias da exposi¢cao aguda ou crénica a estas
substancias em relagdo ao sistema reprodutivo ainda néo estdo bem
definidas. Resultados conflitantes na literatura podem ser consequéncia da

grande variedade de desenhos de estudos sobre o tema.

Com a implantagcdo da Unidade de Zebrafish no Biotério Central da
FMUSP, o aperfeicoamento dos protocolos de exposicdo as substancias
presentes na poluigdo atmosférica e novos estudos toxicolégicos envolvendo
substancias com atividade de desregulador endocrino poderao ser
realizados em diferentes geragbes, auxiliando de forma significativa na
identificacdo de novos mecanismos de acido destes compostos nos sistemas

enddcrinos.

Os resultados destes estudos experimentais poderdo elucidar os
efeitos dos compostos presentes na poluicado atmosférica com atividade de
desreguladores endocrinos em seres humanos uma vez que estas
observacdes tém um impacto importante sobre a saude reprodutiva das
mulheres que vivem nas grandes areas urbanas que estdo sujeitas a

poluicao do ar diariamente.
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CONCLUSAO
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Com base em nossos achados, concluimos que:

e Os protocolos de diluigdo de contaminantes ambientais utilizados para

exposicao de animais aquaticos nao sao aplicaveis as PED.

e A exposicao aguda de fémeas de zebrafish adultas a concentragcdes
ambientais do combinado de metais presentes nas particulas de

exaustao de diesel:

a. nao altera o niumero de foliculos atrésicos nos ovarios dos

animais expostos.

b. nado provoca alteracdo na expressdo dos receptores de

estrogeno dos animais expostos.
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