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RESUMO

ABE, F. R. Avaliacdo ecogenotoxicoldgica de corante natural extraido de micro-organismo. 2017.
170f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeir&o Preto — Universidade de Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Os corantes sintéticos sdo amplamente empregados em inddstrias téxteis, de cosméticos, alimenticia,
farmaceéutica, dentre diversas outras. Entretanto, varios destes compostos apresentam elevada toxicidade
intrinseca, e sdo precursores de intermediarios toxicos efou mutagénicos gerados durante a
metabolizagdo. Portanto, 0 emprego de corantes naturais destaca-se como uma alternativa aos sintéticos,
na busca por compostos seguros para a saude humana e ambiental. Neste contexto, no presente trabalho
nos investigamos o potencial toxicoldgico e ecotoxicoldgico do corante natural eritrostominona (Ery),
uma naftoquinona extraida de micro-organismo, utilizando modelos alternativos a experimentacédo
animal. Adicionalmente, foi avaliada a ecotoxicidade do Basic Red 51 (BR51), um corante sintético azo
utilizado em induUstrias téxteis e de cosméticos, e do Ery degradado (EryD) apds a exposicao a luz,
visando uma alternativa simples para o tratamento de efluentes industriais contendo o corante. As
avaliagBes ecotoxicologicas foram realizadas em diferentes niveis tréficos: nos microcrustaceos
Daphnia magna e nos estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish (Danio rerio). As avaliacGes
toxicoldgicas do Ery foram realizadas em linhagem hepatocelular humana (HepG2) como 6rgdo-alvo
de metabolizag&o de xenobidticos, e em epiderme humana equivalente (EHE), um modelo 3D construido
com queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT), visto que é esperado o contato dérmico devido ao
potencial uso como corante de cosmético. Nossos resultados mostraram que o Ery e 0 BR51 sdo toxicos
para D. magna e zebrafish. O BR51 induziu alteragdes na imobilidade, na reproducéo, no consumo de
oxigénio e no comportamento de D. magna em concentragdes até 200 vezes superiores as do Ery capazes
de alterar a imobilidade, reproducdo e comportamento. Todavia, para embrifes e larvas de zebrafish
ambos os corantes apresentaram efeitos toxicos em concentragdes proximas, com alteracdes do
desenvolvimento embrionério e do comportamento, indugdo de efeitos pro-oxidantes e alteragdes no
balango energético dos organismos. O EryD interessantemente ndo apresentou nenhum efeito toxico
para 0s organismos aquaticos, demonstrando que a luz foi capaz de reduzir e/ou inativar a toxicidade da
estrutura inicial. Para as linhagens celulares humanas, o Ery foi citotoxico para HepG2, tendo a apoptose
como a principal causa de morte celular. O Ery também causou um atraso no ciclo celular de HepG2,
em particular na fase da mitose (G2/M), diminuindo a proliferacdo das células. Por outro lado, o Ery
ndo apresentou potencial genotéxico e mutagénico para HepG2 e ndo induziu citotoxicidade e
genotoxicidade ap06s exposi¢des por periodos curtos em EHE. Em concluséo, o Ery e o BR51 sdo
classificados como tdxicos e muito tdxicos para 0 ambiente aquatico, respectivamente. O Ery também
induz efeitos pro-apoptoticos, o qual pode estar ligado a estrutura quimica das quinonas. No entanto, o
Ery apresenta potencial aplicabilidade industrial como um corante eco-friendly, com destaque para a
simples e rapida fotodegradacao, e como um corante ndo genotdxico e mutagénico para células humanas.
AvaliacBes adicionais sobre 0s mecanismos de apoptose devem ser realizadas para assegurar a seguranca
a saude humana.

Palavras-chaves: Eritrostominona, Basic Red 51, fotodegradacdo, zebrafish, daphnideos, hepatdcitos
humanos, epiderme humana equivalente.



ABSTRACT

ABE, F. R. Ecogenotoxicological evaluation of natural dye extracted from microorganism. 2017.
170f. Tesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Synthetic dyes are widely used by textiles, cosmetic, food and pharmaceutical industries. However,
several compounds have high inherent toxicity, and many are precursors of mutagenic and/or
carcinogenic intermediates produced during metabolism. Thereby, the use of natural dyes became an
alternative to the synthetic ones, in search of safe compounds for human and environmentl health. In
this context, we aimed to investigate the toxicological and ecotoxicological potential of the natural dye
erythrostominone (Ery), a naphthoquinone compound extracted from microorganism, using alternative
methods to animal experimentation. Additionally, it was assessed the ecotoxicity of the Basic Red 51
(BR51), an azo synthetic dye used bu cosmetic and textile industries, and the Ery degraded (EryD) after
exposure to light, aiming an easy alternative to industrial effluent treatments containing the dye.
Ecotoxicological assessment was performed at different trophic levels: in the microcrutaceans Daphnia
magna and in zebrafish (Danio rerio) early life stages. Toxicological assessment of Ery was also
performed in human hepatocellular line (HepG2) as target organ of xenobiotic metabolism, and in
equivalent human epidermis (EHE), a 3D model constructed with immortalized human keratinocytes
(HaCaT), since dermal contact is expected due to potential use as cosmetic dye. Our results showed that
Ery and BR51 are toxic for D. magna and zebrafish. BR51 induced alterations in immobility,
reproduction, oxygen uptake and behavior of D. magna at concentrations up to 200-fold higher than
those of Ery able to impair immobility, reproduction and behavior. However, for zebrafish embryos and
larvae, both dyes showed toxic effects at close concentrations, with changes in embryo development and
behavior, induction of pro-oxidant effects and changes in the energy balance of organisms. Interestingly,
EryD showed no toxic effect on aquatic organisms, demonstrating that light was able to reduce and/or
inactivate the toxicity of the initial chemical structure. For human cell lines, Ery showed to be cytotoxic
to HepG2, with apoptosis being the main source of cell death. Ery also induced a delay in HepG2 cell
cycle, particularly in the mitosis phase (G2/M), decreasing cell proliferation. On the other hand, Ery
presented no genotoxic and mutagenic potential for HepG2 and did not induce cytotoxicity and
genotoxicity after short-term exposure to EHE. In conclusion, Ery and BR51 are classified as toxic and
very toxic to the aquatic environment, respectively. Ery also induces pro-apoptotic effects, which may
be linked to the chemical structure of quinones. Therefore, Ery presents potential industrial applicability
as an eco-friendly dye, highlighting the easy and rapid photodegradation, and the non-genotoxic and
mutagenic effects for human cells. Further assessment of apoptosis mechanisms should be performed to
ensure safety to human health.

Keywords: Erythrostominone, Basic Red 51, photodegradation, zebrafish, daphnidae, human
hepatocytes, human epidermis.
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Contexto e Estrutura

CONTEXTO E ESTRUTURA DA TESE

Multiplos contaminantes emergentes estdo presentes no ambiente e ocasionam situacoes
de estresse na vida de diversos organismos. Aqui, destacamos os corantes sintéticos como
contaminantes que representam um risco iminente a salde humana e ao ambiente, devido as
perturbacgdes induzidas em organismos alvos e nédo-alvos por processos ndo completamente
elucidados. O Basic Red 51, por exemplo, € um corante com comprovada atividade mutagénica
para humanos e amplamente utilizado por industrias téxteis e de cosméticos. Assim, a busca
por corantes naturais menos toxicos como alternativa ao uso dos corantes sintéticos tem
aumentado em todo o mundo. Com um alto rendimento de producdo, o corante natural

eritrostominona destaca-se como potencial alternativa, mas sua toxicidade é desconhecida.

Diante do problema exposto, este trabalho foi delineado segundo a pergunta:

O corante natural eritrostominona é toxicologicamente viavel para a

aplicagdo industrial como alternativa aos corantes sintéticos?

Para responder a esta pergunta, avaliamos os efeitos toxicos do eritrostominona (Ery) e
do Basic Red 51 (BR51) e comparamos as respostas. Considerando que nas ultimas décadas ha
uma forte demanda por métodos alternativos que substituam os tradicionais testes com animais,
optamos por utilizar neste trabalho somente técnicas alternativas que visam detectar efeitos

cada vez mais sensiveis e preditivos.

Visto gque a preocupacdo com a saude ambiental tem ganhado espaco em discussdes
cientificas, neste trabalho, nossos objetivos foram analisar as respostas fisioldgicas,
bioquimicas e comportamentais de dois organismos aquaticos ndo-alvos pertencentes a
diferentes niveis troficos, o microcrustaceo Daphnia magna e o peixe zebrafish (Danio rerio),
frente ao estresse induzido pela exposi¢do aos corantes selecionados. Também analisamos a
toxicidade do produto de fotodegradagédo do Ery (EryD) para o ambiente aquatico, como uma
alternativa ao tratamento dos efluentes industriais contendo o corante. Além disso, o
eritrostominona também foi avaliado quanto a toxicidade para humanos, utilizando técnicas in

vitro com o cultivo de hepatdcitos humanos e epiderme humana equivalente.
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Neste contexto, a presente tese esta organizada em capitulos, de forma a agrupar os temas
relacionados, de acordo com o Regulamento do Programa de Pds-Graduagdo em Toxicologia

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, publicado em 09/09/2014:
Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos.

Capitulo 2. Zebrafish: desenvolvimento e comportamento. Este capitulo apresenta os efeitos
toxicos do Ery, EryD e BR51 no desenvolvimento embrionério e na natacdo de larvas de
zebrafish. Para isso, foram avaliadas as malformacdes morfoldgicas e as alteracdes na distancia

e tempo de natacdo dos organismos.

Capitulo 3. Zebrafish: detoxificacdo e estresse oxidativo. Este capitulo apresenta os efeitos
pro-oxidantes do Ery, EryD e BR51 em embriGes de zebrafish. Foram realizadas andlises
bioquimicas com o uso de biomarcadores enzimaticos e nao-enzimaticos do sistema de
detoxificacdo e antioxidante dos organismos, e avaliado o estresse oxidativo pela determinacédo

da peroxidacdo lipidica.

Capitulo 4. Zebrafish: neurotoxicidade e balanco energético. Este capitulo apresenta os efeitos
do Ery, EryD e BR51 na alocacgéo de energia celular e na atividade colinérgica de embrides de
zebrafish. Para isso, foram avaliadas as reservas energéticas dos organismos com a
quantificacdo dos lipidios, carboidratos e proteinas totais, € 0 consumo de energia com a
determinacdo das atividades macroenzimaticas do sistema de transporte de elétrons. A atividade

de neurotransmissao foi determinada com a atividade enzimatica da acetilcolinesterase.

Capitulo 5. Daphnia magna: ciclo de vida, taxa de respiracdo e comportamento. Este capitulo
apresenta os efeitos toxicos do Ery, EryD e BR51 no consumo de oxigénio, na natacdo e durante
o ciclo de vida completo dos organismos. Para isso, foi determinado o consumo de oxigénio, e
monitoradas a atividade, distancia e tempo de natagdo dos organismos. O ciclo de vida foi
avaliado com a contagem do namero de descendentes e com o calculo da taxa intrinseca de

crescimento populacional.

Capitulo 6. Saude humana: hepatdcitos e epiderme. Este capitulo apresenta os efeitos toxicos
do Ery em hepatdcitos humanos imortalizados (HepG2) e epiderme humana equivalente (EHE)
construida com queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT). Foram realizadas avaliacGes
do potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico do Ery em HepG2 e do potencial citotoxico

e genotoxico do Ery em EHE.

Capitulo 7. Discusséo geral e consideracdes finais.
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.1 Corantes sintéticos e naturais

- ..

Capa: Pigmentos e corantes comercializados. Fonte: http://www.dalcolortintas.com.br/dalcolor.php.

Corantes sintéticos sdo amplamente utilizados por industrias alimenticias, téxteis
farmacéuticas ou de cosméticos, devido as propriedades favoraveis para a aplicagdo industrial,
como a facilidade de obtencdo, baixo custo, ampla faixa de coloracdo e estabilidades a luz,
aquecimento e oxidacdo. Estima-se que sejam produzidos mundialmente de 700 a 800 mil
toneladas de corantes sintéticos por ano, e 0s corantes contendo o grupo funcional azo (N=N)
representam 60-70% da produgdo mundial (ZOLLINGER, 2003).

Com a producdo em larga escala, as perdas para o ambiente também sdo consideraveis.
Aproximadamente 2% dos corantes sdo perdidos durante o seu processo de producéo, até 50%
sdo perdidos na etapa de tintura de industrias téxteis, e cerca de 70% sdo perdidos na agua de
lavagem de tinturas de cabelo. Consequentemente, o langamento de corantes no ambiente
aquético é estimado em 0,5 tonelada diariamente (ZANONI; YAMANAKA, 2016), em
concentragdes que atingem 10-50 mg/L (O’NEILL et al., 1999; CHUNG, 2000).

Este fato, somado a elevada estabilidade dos corantes azo no ambiente, tem gerado
preocupacdes a saude ambiental (SHARMA et al., 2011; FRAGA et al., 2013; ZHANG et al.,
2014). Sabemos que alguns corantes azo apresentam elevada toxicidade intrinseca ou séo
precursores de metabdlitos toxicos e/ou mutagénicos (REID et al., 1984; CHUNG, 2000;
UMBUZEIRO et al., 2005; FERRAZ et al., 2011; CHEQUER et al., 2011; ZANONI et al.,
2013; LEME et al., 2015), contudo a toxicidade para organismos aquaticos ainda é
insuficientemente explorada. Alguns estudos reportaram que a qualidade da &gua de rios
contendo corantes azo ¢ afetada, como observado em amostras de agua apresentando atividade
mutagénica (COELHO et al., 1992; VALENT et al., 1993; UMBUZEIRO et al., 2005). Efeitos

deletérios de corantes azo ja foram reportados para alguns organismos de dgua doce, tais como
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para o microcrustaceo Daphnia similis (LUNA et al., 2014), o cnidaria Hydra attenuata (JONG
et al., 2016) e o peixe Labeo rohita (KAUR; KAUR, 2015).

Diante dos efeitos toxicos, a Comissdo Europeia reduziu o numero de corantes aprovados
para fins de consumo humano ou limitou a concentracao utilizada nos produtos (SCCNFP 2001,
EC Directive 2002/61/EC; EC 2015/1190/EC). O corante azo Basic Red 51 (BR51) (Figura
1A), por exemplo, é amplamente utilizado por industrias de cosméticos em tinturas de cabelo,
shampoos, condicionadores, dentre outros produtos (BASF, 2017), com producdo anual de até
0,5 tonelada (IARC, 2010). Recentemente, seu uso foi revisado pela regulamentacéo europeia
por apresentar evidéncias claras de atividade mutagénica em ensaios com Salmonela
typhimurium (teste de Ames) em condigdes de metabolizacdo redutiva (EU SCCS/1436/11).
Apesar disso, existem poucos estudos sobre a sua toxicidade, e os dados disponiveis mostram
a inducdo de danos apenas em células humanas de pele e figado (ZANONI et al., 2014;
TAFURT-CADORNA et al., 2015; ALEPEE et al., 2016).

Figura 1. Estrutura quimica do corante sintético Basic Red 51 (A) e do corante natural eritrostominona (B).

A CH, B OH O OH

Dentro deste contexto, os corantes derivados de fontes naturais tém sido empregados para
conferir cor a produtos manufaturados como uma alternativa promissora para a substituicdo dos
corantes sintéticos (CHIGURUPATI et al., 2002; PRABHAKARA RAO et al.,, 2005;
MONGKHOLRATTANASIT et al., 2010; CARO et al., 2012; BOONSONG et al., 2012;
BOGA et al., 2013; SHAHID et al., 2013; PUNRATTANASIN et al., 2013; LOPES et al.,
2013). Além disso, os corantes naturais possuem a vantagem de facil biodegradacdo antes de
serem descartados em efluentes domésticos e industriais (VELMURUGAN et al., 2010; ZHOU
etal., 2012). A bioatividade destes corantes também pode, em alguns casos, agregar valores aos
produtos por apresentaram, por exemplo, atividades anti-inflamatdrias, antimicrébicas,
antioxidantes e anticanceres (KITTAKOOP et al., 1999; XIAO; ZHONG, 2007; KUWAHARA
etal., 2009; ZHOU et al., 2012; ANANTHARAMAN et al., 2014; SILVA et al., 2014).
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As principais fontes de corantes naturais sdo o0s vegetais (caules, folhas, flores e frutos),
animais (insetos) e micro-organismos (fungos e bactérias). Entre os colorantes de maior
interesse atualmente, encontram-se 0s compostos pertencentes aos carotenoides, antocianinas,
clorofilas, melaninas, betalainas e quinonas extraidos de vegetais, sendo alguns ja aprovados
para consumo e comercializagdo (CARO et al., 2012; DUFOSSE et al., 2014). Entretanto, o
potencial dos vegetais como fontes de corantes em escala industrial é limitado pelos custos de
producdo e disponibilidade de matéria, a qual necessita ser cultivada em grandes quantidades e
depende de fatores climaticos e de amplo espaco. Com isso, a producdo biotecnologica de
corantes por processos fermentativos de micro-organismos vem se destacando, com as
vantagens de maior rendimento, uso de substratos de baixo custo, pequeno espago fisico

necessario para a producéo e independéncia das condicdes climaticas (CARO et al., 2012).

O grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes, do Departamento de
Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP),
Universidade de Sao Paulo (USP) (Ribeirdo Preto, Brasil), tem trabalhado com sucesso na area
de biotecnologia, produzindo corantes naturais a partir de micro-organismos. Atualmente, o
grupo investiga corantes pertencentes as quinonas, com a finalidade de extrair e caracterizar
aqueles com potencial aplicacdo industrial. Dentre os diversos corantes ja investigados, destaca-
se o0 corante vermelho eritrostominona (Ery) (Figura 1B), uma naftoquinona extraida de um
fungo endofitico (em fase de identificacdo) isolado de folhas de Rhizophora mangle, com alto
rendimento de producdo. Este resultado abre uma grande perspectiva para a avaliacdo do Ery
como potencial corante para aplicacdo comercial. Sabe-se que o Ery ja foi anteriormente isolado
de outras espécies de fungos (CROSS et al., 1972; KITTAKOOP et al., 1999; UNAGUL et al.,
2005; PRATHUMPAI et al., 2007), e possui bioatividade antimalarica e antioxidante
(KITTAKOORP et al., 1999); entretanto, dados toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos sdo escassos

ou inexistentes.
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1.2 Avaliagdo ecotoxicolégica para organismos aquaticos

Capa: Rio Jian (Henan, China) contaminado por industria téxtil. Fonte: https://pensamentoambiental.wordpress.com.

A introducédo de contminantes no ambiente por atividades antropogénicas representa um
sério risco para a salude ambiental. Portanto, testes com organismos aquaticos sdo parte
integrante da identificacdo de perigo ambiental e avaliagdo de risco de substancias quimicas e
efluentes. Os testes incluem informacgdes sobre a toxicidade em varios niveis troficos e
requerem testes com invertebrados e vertebrados, em particular com microcrustaceos e peixes,
respectivamente. Todavia, 0 uso de vertebrados em experimentacdo levanta preocupacoes
éticas e é considerado inadequado para avaliar todas as substancias e efluentes que exigem
testes regulatorios (MARTINS et al., 2007; SCHOLZ et al., 2008; SCHOLZ et al., 2013).

Nas Ultimas décadas, tem havido uma forte demanda por estratégias e métodos
alternativos que substituam os tradicionais testes com animais (BRAUNBECK et al., 2005;
LAMMER et al., 2009; EMBRY et al., 2010; SCHOLZ et al., 2013; BUSQUET et al., 2014).
Baseados na estratégia dos 3R (Reduction, Replacement, Refinement) (RUSSELL; BURCH,
1959), diversos bioensaios alternativos ja estdo disponiveis para prever os riscos ambientais de
substancias quimicas, como testes de toxicidade com cultivos de células in vitro e embrides de

peixe.

Neste trabalho, foram adotados métodos experimentais alternativos regulamentados pela
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), visando assegurar uma
harmonizagdo internacional. Os testes ecotoxicologicos foram realizados com 0s
microcrustaceos Daphnia magna e Daphnia similis, e com peixe zebrafish (Danio rerio) na sua
fase inicial de vida, selecionados como indicadores de contaminacdo aquéatica de diferentes
niveis troficos. A seguir, serdo apresentados brevemente os organismos testes, e 0s respectivos

ensaios selecionados para a realizagé@o deste trabalho.
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1.2.1 Zebrafish (Danio rerio)

_

Capa: Exemplares de zebrafish (Danio rerio). Fonte: http://www.tecam.com.br/segmentos/ambiental/.

O zebrafish (D. rerio) (Actinopterygii: Cyprinidae, Hamilton-Buchanan 1822) € um
pequeno peixe (3-5 cm) tropical bentopelagico nativo da india e regido sul da Asia (EATON;
FARLEY, 1974). Assim como outras espécies de peixe, o zebrafish apresenta os estagios de
desenvolvimento embrionario, larval, juvenil e adulto. A eclosdo do embrido ocorre em 72-96
horas pos-fertilizacdo (hpf), e o estagio larval inicia-se apés 120 hpf com o inicio da

alimentacdo exdgena, atingindo a maturidade em apenas 3 meses (EMBRY et al., 2010).

Algumas caracteristicas particulares tornam o zebrafish um organismo modelo para a
(eco)toxicologia, como rapido desenvolvimento, baixo custo, facil manutencdo em laboratério,
elevada fecundidade e transparéncia dos ovos e embrides. Em condi¢des apropriadas, uma
fémea desova cerca de 50-200 ovos por dia (NAGEL, 2002; SCHOLZ et al., 2008; EMBRY et
al.,, 2010; STRAHLE et al.,, 2012; SCHOLZ et al., 2013). O genoma completamente
sequenciado do zebrafish e a similaridade genética aos camundongos € humanos também se
destacam quanto a possiveis extrapolacGes para modelos vertebrados (BARBAZUK et al.,
2000; NAVRATILOVA; BECKER, 2009; KETTLEBOROUGH et al., 2013).

Dentro deste contexto, o uso de embribes de zebrafish nos ensaios tem se destacado como
um modelo promissor. De acordo com a comissdo de regulamentaces da Unido Europeia, 0
uso de estagios embrionarios de vertebrados ndo esta sujeito as regulamentacdes de bem-estar
animal (EC Diretiva 86/609/EEC), portanto, 0s experimentos com o0s embrifes s&o
considerados métodos alternativos ao uso de animais (SCHOLZ et al., 2008). Ao contrario dos
métodos com linhagens celulares de peixe, 0 modelo do embrido oferece um sistema complexo
e multicelular que abrange a interacdo entre varios tecidos, o que permite desde abordagens
mais tradicionais, como mortalidade, até técnicas em niveis moleculares e bioquimicos
(SCHOLZ et al., 2008).
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1.2.1.1 Teste de embriotoxicidade (FET)

Capa: Desenvolvimento embriondrio de zebrafish (Danio rerio). Fonte: proprio autor. Aumento 40 x.

O teste de embriotoxicidade em peixes (Fish Embryo Toxicity - FET) (OECD Guideline
236, 2013) foi proposto por Nagel (2002) como uma alternativa aos testes de toxicidade aguda
em peixes adultos (OECD Guideline 203, 1992). Existe uma elevada correlagdo entre os
resultados de testes com adultos e embrides (BRAUNBECK et al., 2005; LAMMER et al.,
2009; KNOBEL et al., 2012), e o FET se mostrou mais sensivel comparado aos testes com
células de peixe in vitro, detectando desde substancias extretamente toxicas até aquelas capazes
de induzir minimos efeitos toxicos aos peixes adultos (BRAUNBECK; LAMMER, 2006).

O monitoramento dos embrides de zebrafish se inicia com a exposi¢cdo dos ovos
fertilizados as substancias quimicas e continua até completar 96 hpf, momento em que 0s
embrides ja eclodiram, com registros diarios das malformacdes letais, subletais e teratogénicas.
A transparéncia dos ovos e embrides de zebrafish facilita a observacdo dos indicadores
morfolégicos analisados durante o FET, como o desprendimento da cauda, a formacdo dos
somitos, o desenvolvimento dos olhos e da pigmentacdo, a formacéo de edemas, além de uma
variedade de deformidades morfologicas indicadoras de efeitos teratogénicos, como a
malformacdo da cabeca, dos otolitos, da cauda e do coracdo, escolioses, raquitismo,

deformac0es do saco vitelinico e crescimento retardado (NAGEL, 2002).

Junto aos indicadores morfoldgicos, outros indicadores subletais, como batimento
cardiaco, taxa de eclosdo e movimentos espontaneos, tem contribuido para o entendimento dos
processos de desenvolvimento, nos estudos de mecanismos e de efeitos a longo prazo de
diversas substancias quimicas (NAGEL, 2002; SCHOLZ et al., 2008).
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1.2.1.2 Comportamento

Capa: Larvas de zebrafish monitoradas no equipamento ZebraBox. Fonte: préprio autor.

O uso do comportamento como ferramenta da toxicologia tem sido sugerido para
investigar problemas neuroldgicos e de locomocédo causados pela exposi¢do a contaminantes
ambientais. Com o desenvolvimento de novas tecnologias capazes de realizar andlises
automatizadas, a determinacgdo de medidas de comportamento de organismos aquéticos tornou-
se possivel. Estudos tem mostrado a elevada sensibilidade do comportamento de embrifes e
larvas de zebrafish quando comparado aos testes de toxicidade tradicionais (MACPHAIL et al.,
2009; PADILLA et al., 2011; ANDRADE et al., 2016). A locomocéo de larvas de zebrafish
expostas ao fungicida carbendazim, por exemplo, mostrou elevada sensibilidade ao detectar
problemas em concentracbes 8.750 vezes abaixo do que aquelas capazes de alterar o
desenvolvimento embrionario (ANDRADE et al., 2016).

Do ponto de vista ecologico, 0 comprometimento da atividade locomotora de organismos
aquaticos pode comprometer as interagdes entre presa e predador no ambiente e,
consequentemente, a sobrevivéncia (FINGER et al., 1985; LOVERN et al., 2007). Burgess e
Granato (2007) sugerem que as respostas locomotoras de larvas de zebrafish também estdo
relacionadas ao comportamento de alimentacéo e busca por reflgios. Além disso, alteracbes na
locomocéo de zebrafish possuem elevada correlagdo com danos neurologicos mediados por
enzimas colinérgicas (MACPHAIL et al., 2009; SELDERSLAGHS et al., 2010; PADILLA et
al., 2011; CHEN et al., 2011) e custos metabolicos envolvidos em processos de detoxificacdo
(ANDRADE et al., 2015).
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.2.1.3 Biomarcadores bioquimicos

5
&8
- 8"

Capa: fonte: http://www.bmglabtech.com/en/applications/application-notes/.

Os biomarcadores bioquimicos sdo respostas bioldgicas quantificadas no interior dos
organismos e indicam um desvio do estado normal causado pela exposicdo a xenobioticos
(TIMBRELL, 1998). Os efeitos em niveis hierarquicos superiores, como em populagdes, séo
sempre precedidos por mudancgas nos processos bioldgicos, que podem ser sinalizadas pelos
biomarcadores. As alteracGes detectadas indicam que os xenobi6ticos foram absorvidos e
distribuidos entre os tecidos e provocaram um efeito toxico no organismo (VAN DER OOST
et al., 2003), e a elevada sensibilidade das respostas permite identificar o potencial de perigo
dos xenobidticos, entender o modo de acéo e prevenir os riscos (DOMINGUES et al., 2010).

Vérios biomarcadores bioquimicos sdo empregados em avaliacdes toxicologicas, com
destaque para as alteracBes no sistema colinérgico (DOMINGUES et al., 2010; ANDRADES
et al., 2015), no sistema de detoxificacdo (VAN DER OOST et al., 2003; GRAVATO;
GUILHERMINO, 2009; ZHANG et al., 2012, GRAVATO et al., 2014, KAUR; KAUR, 2015)
e no balango energético (MCKEE; KNOWLES, 1986; DE COEN; JANSSEN, 1997;
SMOLDERS et al., 2003; SMOLDERS et al., 2004; PATRICIO-SILVA; AMORIM, 2016).

Alguns estudos evidenciaram que as alteragdes em biomarcadores bioguimicos ocorrem
em concentracdes abaixo daquelas capazes de alterar o desenvolvimento embrionario de
zebrafish (DOMINGUES et al., 2010; VAN BOXTEL et al., 2010; ZHANG et al., 2012;
PEREZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; ANDRADE et al., 2015). Portanto, técnicas
complementares ao FET, tais como os biomarcadores bioquimicos, aumentam a predicdo dos
resultados ao detectar efeitos mais sensiveis, e fornecem informacdes adicionais sobre 0 modo
de acdo dos toxicos. A seguir, apresentaremos brevemente os biomarcadores bioquimicos
selecionados para a realizacdo deste trabalho.
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.2.1.3.1 Biomarcador colinérgico

As atividades neurologicas dos organismos sdo extremamente sensiveis a contaminantes
ambientais, o que faz do sistema nervoso uma importante fonte de respostas biomarcadoras. A
acetilcolinesterase (AChE), por exemplo, é uma importante enzima relacionada as funcGes
neurais e musculares e amplamente distribuida no reino animal. Sua atividade estd envolvida
na hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em colina e acetato (Figura 2) e na prevencéo de
uma super-estimulacdo nervosa (VASSEUR; COSSU-LEGUILLE, 2003; HOWCROFT et al.,
2011). Esta atividade configura a base de muitas das funcdes bioldgicas essenciais, como
reportado para fungdes neuromusculares, respiragédo, comportamento e alimentacdo de peixes
(VASSEUR; COSSU-LEGUILLE, 2003; FISCHER et al., 2015).

Usualmente, a atividade da AChE € inibida em organismos ndo-alvos por uma série de
contaminantes, como metais (GUILHERMINO et al., 1996; JEMEC et al., 2010), inseticidas
carbamatos e organofostorados (GUILHERMINO et al., 1996; VASSEUR; COSSU-
LEGUILLE, 2003), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (GRAVATO et al., 2014) e
detergentes (GUILHERMINO et al., 1998). Um dos efeitos causados por estes xenobioticos
consiste em mudancas na sinalizacao colinérgica que causam um desequilibrio nos niveis de
acetilcolina extracelular. A inibicdo da AChE resulta na hiperestimulagdo dos receptores de
acetilcolina pos-sinapticos, o que leva a aberracdes fisiologicas que vao desde a disfuncao
comportamental a morte (HAVERROTH et al., 2015). Entretanto, os trabalhos avaliando os

efeitos colinérgicos de corantes sdo escassos ou inesistentes.

Figura 2. Esquema da quebra da acetilcolina em acetato e colina pela atividade da enzima acetilcolinesterase.

Aceticol b
CHS(\;Il-IiCH3 ceficolna 5 Acido acético
+N-CH,CH;O-C~CH, &  +

A’rrcgéoé eletrostatica 0 CH?:-IS CH,

/5 HO (g

“%O\%“ . r’I\'no _’7 l:.l Colina
N Sitio esterdsico CH2 CHZOH
Acetilcolinesterase

Fonte: adaptado de https://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=11&po=5.
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.2.1.3.2 Biomarcadores de detoxificagao e estresse oxidativo

Os sistemas de detoxificacdo de organismos aerobicos sdo extremamente sensiveis a
diversos contaminantes ambientais (VAN DER OOST et al., 2003; VALAVANIDIS et al.,
2006). O metabolismo de xenobidticos geralmente converte compostos lipofilicos em produtos
mais facilmente excretados através de uma variedade de enzimas e proteinas. Na fase | do
metabolismo, reacdes de oxidacao, reducédo e hidrdlise resultam em metabolitos mais polares
que as substancias originais, com destaque para as enzimas monoxigenases e citocromo P450
(CYP450). Na fase Il, moléculas reativas ou metabdlitos da fase | sdo conjugados com
moléculas enddgenas polares, tornando-as mais hidrofilicas para a excrecdo. A glutationa S-
transferase (GST) é a principal enzima desta fase, relacionada com a conjugacdo das moléculas
com a glutationa (GSH), um tripeptidio de elevada polaridade (VAN DER OOST et al., 2003).

Todavia, durante o processo de detoxificacdo sdo formadas moléculas altamente reativas,
chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs incluem radicais livres e outras
formas capazes de reagir com macromoléculas celulares e gerar danos oxidativos, como a
inativacdo de enzimas, a peroxidacéo lipidica, danos no DNA e morte celular. O equilibrio entre
a producdo regulada das EROs e mecanismos antioxidantes capazes de neutralizé-las é
fundamental para a saude dos organismos. A neutralizacdo ocorre por uma série de enzimas
antioxidantes intracelulares (Figura 3), dentre elas, destacam-se as enzimas superdxido
dismutase (SOD), responsavel pela inativacdo do superdxido (O2°*") em peroxido de hidrogénio
(H202), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx), responsaveis pela degradacdo do H>O>
em 4gua. O tripeptideo GSH também é responsavel por auxiliar nas defesas antioxidantes,
interrompendo a cadeia de reacdes induzidas pelos radicais livres (VAN DER OOST et al.,
2003; VALAVANIDIS et al., 2006).

Como a exposic¢do a contaminantes ambientais ndo € constante ao longo do tempo, 0s
organismos sdo capazes de se adaptarem as flutuacGes de estresse oxidativo pela sintese
adicional de antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos quando expostos a compostos pro-
oxidantes (VALAVANIDIS et al., 2006). Diversos autores tém reportado um aumento nos
niveis e atividades antioxidantes em organismos ndo-alvos expostos a contaminantes
ambientais, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (GRAVATO; GUILHERMINO,
2009; GRAVATO et al., 2014), efluentes téxteis (ZHANG et al., 2012) e alguns corantes azo
(KAUR; KAUR, 2015; JONG et al., 2016).
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

Figura 3. Esquema de estresse oxidativo induzido por xenobi6tico. CYP450: citocromo P450, GST: glutationa S-
transferase, GSH: glutationa reduzida, GSSG: glutationa oxidada, SOD: superoxido dismutase, CAT: catalase,
OH: radical hidroxila.
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Fonte: adaptado de http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/cell-biology-products.html?TablePage
=0553473.

Entretanto, apesar da elevada atividade antioxidante, ainda assim varios contaminantes
induzem um desequilibrio oxidativo (ALMEIDA et al., 2012; GOMES et al., 2012; GRAVATO
etal., 2014; NEWMAN et al., 2015). A peroxidacdo lipidica, por exemplo, é induzida por uma
série de reacdes em cadeia devido a elevada reatividade dos fosfolipideos com as EROs (Figura
4), o que leva a perda de permeabilidade e integridade das membranas celulares. Os produtos
da peroxidacao lipidica também sdo capazes de formar adutos de DNA, e consequentemente

mutacdes e alteracdes no padréo de expressoes génicas (VALAVANIDIS et al., 2006).

Figura 4. Exemplo de reagdes em cadeia da peroxidagdo lipidica induzida por radicais livres ou espéries reativas
de oxigénio (EROs). LH: cadeia de lipidios poli-insaturados; R*®: radical livre reativo; OH®: espécie reativa de
oxigénio; L*: radical lipidico centrado no carbono; LOO?®: radical peroxila; LOOH: hidroperdxido de lipidio.

Inicia¢éo da peroxidacéo lipidica:

LH + Rou OH® = L' + RH ou HOH

Propagacéo da peroxidacao lipidica:

L' + 0, = LOO"
LH + LOO® =L’ + LOOH
Fonte: adaptado de Valavanidis et al. (2006).
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.2.1.3.3 Biomarcador de balango energético

Diversos autores tém reportado a relevancia ecoldgica do uso de biomarcadores
relacionados ao balanco energético em organismos modelos, pois fornecem informacdes sobre
as reservas energéticas e seu o consumo, fundamentais para a manutencdo, crescimento e
reproducdo dos organismos (Figura 5) (MCKEE; KNOWLES, 1986; DE COEN; JANSSEN,
1997; SMOLDERS et al., 2003; SMOLDERS et al., 2004).

Figura 5. llustracdo do balanco energético em peixes. A energia ingerida é perdida por excrecdo, acdo dinamica
especifica (ADE) e egestdo (ndo assimilacdo ou indigestdo), ou alocada para custos basais, crescimento,
locomoc&o, armazenamento, atividade fisica e reproducao.

Custo basal

Alimento
Locomogdo
Atividade fisica

Excregéio

Fonte: adaptado de Treberg et al. (2016).

As reservas energéticas sdo armazenadas como carboidratos, lipidios e proteinas, e a
diminuicéo de seus niveis armazenados tem sido atribuida ao aumento de demandas energéticas
em condicdes de estresse (MCKEE; KNOWLES, 1986; PATRICIO-SILVA; AMORIM, 2016).
Carboidratos e lipidios representam as principais fontes de energia e sdo rapidamente
mobilizados para suprimir demandas energéticas (DE COEN; JANSSEN, 1997; SMOLDERS
et al., 2003), enquanto proteinas sdo mobilizadas apenas em condicGes severas (MCKEE;
KNOWLES, 1986).

Considerando que os contaminantes ambientais frequentemente induzem respostas
energeticamente custosas, como o aumento dos niveis e atividades do sistema de detoxificagao,
a alocacdo de energia para outros processos fisiologicos pode ser comprometida (DE COEN;
JANSSEN, 1997; SMOLDERS et al., 2003; GRAVATO et al., 2014; RODRIGUES et al.,
2015; PATRICIO-SILVA; AMORIM, 2016). Desta forma, o estudo da alocagio de energia
celular (AEC) permite avaliar os efeitos de compostos quimicos no balango energético de
organismos testes, por meio da diferenca entre as reservas energéticas e a energia consumida
(DE COEN; JANSSEN, 1997).
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.2.1.4 Genotoxicidade

Capa: Cometa formado durante o ensaio Comet Assay. Fonte: préprio autor.

A integridade do DNA é essencial para a manutencdo da dindmica populacional em
espécies aquaticas. O uso de eventos genotdxicos como biomarcadores sinalizam potenciais
efeitos de contaminantes ambientais a longo prazo, em particular no sucesso reprodutivo e na
incidéncia de malformacgdes em seus descendentes (DEVAUX et al., 2011; LACAZE et al.,
2011). Em funcdo da importante implicacdo ecoldgica associada a genotoxidade, a deteccdo e
quantificacdo de danos genéticos em organismos nao-alvos sdo de grande interesse em estudos
ambientais (VAN DER OOST et al., 2003; VASSEUR; COSSU-LEGUILLE, 2003).

Diversos compostos quimicos aumentam a frequéncia de quebras de fita de DNA, como
metais, compostos nitroaromaticos, hidrocarbonetos policiclicos arométicos e dioxinas
(VALAVANIDIS et al., 2006; DOMINGUES et al., 2010). Os efeitos genotoxicos podem ser
associados aos estresses oxidativos induzidos por radicais livres e EROs, como o radical
hidroxila (OH®), que reage com as bases nucleotidicas e cadeias de pentoses (Figura 6) e resulta
em danos no DNA e formacao de proteinas defeituosas. A reagdo do radical OH® com o carbono
8 da base nitrogenada guanina, por exemplo, forma a 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG), e
durante o processo de duplicacdo do DNA, a 8-OHdG pareia-se de forma errbnea com uma
molécula de adenina (par de bases G—A no lugar de G—C), fendmeno chamado de transverséo
de bases. Caso ndo haja o reparo do erro, podera haver transcricdo de um RNA mensageiro
alterado, com a consequente traducdo de uma proteina defeituosa. Outros radicais hidroxilas
podem reagir diretamente com a cadeia de pentose-fosfato do DNA e induzir danos como sitios
apurinicos com a remocdo da base nitrogenada, quebras de fita e oxidacdo da pentose
(VALAVANIDIS et al., 2006). Desta forma, os biomarcadores de estresse oxidativo em

combinacdo com ensaios de genotoxicidade podem elevar a sensibilidade dos resultados.
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Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

Figura 6. Esquema com algumas regides do DNA susceptiveis & ataques por radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (EROs) (setas vermelhas). O esquema contém as bases nitrogenadas guanina (purina) e timina
(pirimidina) ligadas a cadeia de pentose-fosfato.

Fonte: adaptado de: Dumont e Monari (2015).

O ensaio de eletroforese de célula Unica (Single cell electrophoresis test) ou ensaio do
cometa (comet assay) em condicdes alcalinas tem sido utilizado como um método sensivel para
quantificar danos no DNA em zebrafish (KOSMEHL et al., 2006; ADEYEM I et al., 2015). Ele
detecta principalmente lesdes priméarias no DNA, sobretudo quebras simples e duplas, sitios
alcali-labeis e ligacbes cruzadas (Figura 7) (TICE et al., 2000; COLLINS et al., 2008). Apos a
exposicdo dos organismos a substancia quimica, as membranas e organelas das células sdo
lisadas, e o material genético é submetido a eletroforese em solucdo tampao alcalina, que induz
a ruptura dos pares de bases do DNA devido ao elevado pH e permite a deteccao de quebras de
fita simples e duplas. Quanto mais quebras no DNA, menor o tamanho dos fragmentos e maior
a extensdo de migracdo, caracterizada em forma de um cometa com a cauda correspondente aos
fragmentos que migraram (OSTLING; JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988; MCKELVEY -
MARTIN et al., 1993; TICE et al., 2000).

Figura 7. Esquema de lesBes de quebras de fita simples, quebra de fita dupla e ligacGes cruzadas no DNA.

Ligagoes Quebra de Quebra de
cruzadas fita dupla fita simples

Fonte: adaptado de http://www.ilocis.org/documents/chpt33e.htm.

18



Capitulo 1. Introducéo geral e objetivos

1.2.2 Daphnia magna e Daphnia similis

Capa: Exemplar de Daphnia similis. Fonte: http://www.aplysia.com.br/pt/servicos/areas/ecotoxicologia/.

A espécie D. magna (Branchiopoda: Cladocera) é um microcrustaceo plancténico de agua
doce encontrado em regifes temperadas, altamente sensivel as mudancgas no ambiente aquatico.
Estes organismos sdo padronizados para testes ecotoxicoldgicos e representam os invertebrados
aquaticos devido a importante posi¢do na cadeia trofica como consumidores primarios e por
servirem de alimentos para diversos organismos (BAE; FREEMAN, 2006; MARTINS et al.,
2007). Algumas caracteristicas os tornam adequados para os estudos ecotoxicol6gicos, como o
tamanho relativamente pequeno (5-6 mm), a facil manutencdo em laboratério, ciclo de vida
curto, alta fecundidade e reproducéo por partenogénese. A elevada correlacdo entre resultados
com daphnideos e mamiferos tornou estes organismos modelos alternativos aos testes de
screening em mamiferos para reduzir o ndmero de animais em experimentacao
(GUILHERMINO et al., 2000; MARTINS et al., 2007; DEVILLERS et al., 2009).

Considerando que a D. magna ndo ocorre naturalmente em regides tropicais, 0 uso de
outras espécies possibilita extrapolar os resultados a cenarios mais realisticos. A Daphnia
similis, por exemplo, é encontrada em regiGes tropicais e se adapta as aguas de baixa
condutividade, uma caracteristica das aguas da regido do estado de Sdo Paulo. Ambas espécies
possuem sensibilidades correlacionadas para diversos contaminantes aquaticos, dentre eles
metais, herbicidas e detergentes (RODGHER et al., 2010; BURATINI et al., 2014).

Diversos estudos ecotoxicoldgicos realizados em daphnideos aplicam avaliagdes de
imobilidade, reproducdo, comportamento e analises fisiolégicas (MARTINS et al., 2007; REN
etal., 2009; PESTANA et al., 2010; NOSS et al., 2013; OKAMOTO et al., 2014; BARATA et
al., 2016). A seguir, apresentaremos brevemente os ensaios selecionados para a realizacéo deste
trabalho.
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1.2.2.1 Andlises do ciclo de vida completo

Capa: Exemplar de Daphnia similis. Fonte: http://www.aplysia.com.br/pt/servicos/areas/ecotoxicologia/.

Os tradicionais testes de toxicidade aguda em daphnideos (OECD Guideline 202, 2004)
sdo utilizados para avaliar uma grande variedade de compostos, como metais (OKAMOTO et
al., 2014; KIM et al., 2017), praguicidas, solventes, detergentes (MARTINS et al., 2007) e
corantes (BAE et al., 2006; BAE; FREEMAN, 2007; LIU et al., 2007; KANHERE et al., 2014;
DARSANA et al., 2015). O critério para a determinacdo da toxicidade aguda é a completa
imobilizacdo destes organismos ap0s 24-48 horas de exposi¢do a substancia quimica em estudo
(OECD Guideline 202, 2004).

Todavia, considerando a ocorréncia de baixas concentragfes de contaminantes no
ambiente aquatico, os testes subletais de reproducdo (OECD Guideline 211, 2012) ou anélises
do ciclo de vida (Life-history Toxicity Tests) (ASTM E1193 - 97, 2012) tem ganhado destaque
nas avaliagdes de seguranca quimica. A reproducdo dos daphnideos por partenogénese
(assexuada) ocorre naturalmente durante a maior parte do ciclo de vida, com a producéo de
ovos diploides. As ninhadas da D. magna sao tipicamente formadas por fémeas, e sob condicdes
favoraveis, cada fémea adulta pode conter mais de 100 ovos. Os neonatos permanecem na
camara de incubacdo das fémeas por aproximadamente trés dias, e sdo entdo liberados na agua
e atingem a idade reprodutiva (EBERT, 2005).

Sob condicBes adversas, as fémeas podem responder com a producdo de ovos de
resisténcia, alteragdes no tempo de maturacdo reprodutiva € no nimero e tamanho de
descendentes (COORS et al., 2004; PESTANA et al., 2010; FURUHAGEN et al., 2014;
STANLEY et al., 2016; TRAUDT et al., 2016; BARATA et al., 2016). Do ponto de vista
ecologico, alteragdes na reproducdo podem acarretar em uma reducdo na taxa intrinseca de
crescimento populacional dos organismos, a qual compromete a manutencdo da populacéo e

eleva os riscos de extingdes das populacgdes locais (PESTANA et al., 2010).
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1.2.2.2 Biomarcadores de custo metabdlico e comportamento

Capa: Rastreamento da natacdo de Daphnia magna. Fonte: préprio autor.

As respostas fisiologicas e comportamentais de daphnideos a estressores ambientais s&o
eficientes indicadores para avaliar os efeitos toxicos de xenobioticos. Condi¢cGes ambientais
desfavoraveis podem causar um declinio nos custos metabolicos de daphnideos, analisados pela
quantificacdo da taxa respiratoria dos organismos (MICHELS et al., 2000; MARTINS et al.,
2007; REN et al., 2009; BAHRNDORFF et al., 2015; HANSEN; ROSLEV, 2016; HADER;
ERZINGER, 2017). Estas alteracdes no consumo de oxigénio sdo associadas a alteracfes na
alocacdo energética que causam prejuizo a outras funcdes fisioldgicas, como crescimento,
reproducéo e desenvolvimento (CHOPELET et al., 2008; PESTANA et al., 2010; PESTANA
etal., 2013; BARATA et al., 2016).

Também sdo verificados desvios no caracteristico padrdo de natacdo, na fototaxia e na
busca por alimentos (MICHELS et al., 2000; MARTINS et al., 2007; REN et al., 2009;
BAHRNDORFF et al., 2015; HANSEN; ROSLEV, 2016; HADER; ERZINGER, 2017). A
fototaxia extremamente positiva da D. magna € modulada por fatores como escassez de
alimento, presenca de pistas quimicas de predadores e xenobiodticos (MICHELS et al., 2000;
BURKS et al., 2002; PESTANA et al., 2010), e esta resposta facilita a deteccdo de estresses
induzidos por xenobioticos. As alteragdes comportamentais também estdo associadas aos custos
metabolicos e problemas na alocagéo de energia, que elevam o risco de predacdo (LOVERN et
al., 2007; PESTANA et al., 2010).

Visto que o comportamento é mediado por respostas fisiologicas dos organismos em
condicBes de estresse, e 0 metabolismo esta associado a diversos prejuizos fisiologicos, 0 uso
destes biomarcadores bioldgicos, juntamente com as analises do ciclo de vida, contribuem para
uma melhor elucidacdo do modo de a¢do dos compostos quimicos e seus efeitos a longo prazo

(LOVERN et al., 2007), aumentando a sensibilidade dos resultados.
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1.3 Avaliagao da toxicidade para culturas celulares humanas

Capa: Cultura celular. Fonte: http://isic.net.br/artigo-40.

A exposicdo aos corantes também esta relacionada a diversos efeitos nocivos a saide
humana (CHUNG, 2000; PAPAGEORGIOU et al., 2007; AUFFAN et al., 2009; FERRAZ et
al., 2012; ZANONI et al., 2014; LEME et al., 2015; CHEQUER et al., 2015). Considerando o
potencial tdxico e/ou mutagénico de diversos corantes e outros xenobidticos, a avaliacdo de
risco é requerida por agéncias regulatorias nacionais e internacionais, realizada em uma
variedade de marcadores biolgicos em niveis celulares. Dentro da avaliacéo de risco, as etapas
de identificacdo e caracterizacdo do perigo sdo indispensaveis para investigar a toxicidade

intrinseca e relacdo dose-resposta dos agentes quimicos (USEPA, 2015).

Culturas celulares humanas s&o utilizadas com sucesso em estudos in vitro de avalia¢do
toxicologica dos agentes quimicos. A escolha do tipo celular esta relacionada ao objetivo do
estudo, de acordo com a via de exposicdo (oral, cutanea ou pulmonar). As avaliacfes de danos
induzidos a satide humana podem, por exemplo, ser realizadas em diferentes tipos celulares,
como em culturas celulares humanas primarias ou imortalizadas, e o uso de linhagens
imortalizadas reduz as variagdes intra- e inter-laboratoriais e aumenta a reprodutibilidade, ao
contrario das linhagens priméarias (BROHEM et al., 2010). Os modelos também podem ser
diferentes, como modelos em monocamada ou tridimensionais, construidos a partir de um

sistema de (co)cultivo celular tridimensional (RIMOLDI et al., 1991).

A seguir, serdo apresentadas brevemente as linhagens celulares e ensaios selecionados

para a avaliacdo preliminar da toxicidade humana.
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1.3.1 Hepatécitos humanos

Capa: Corte histologico de figado humano. Fonte: Reytan, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Human_liver.jpg.

O figado é o principal 6rgao de biotransformacdo de xenobioticos devido a habilidade
dos hepatocitos de expressar guantitativamente enzimas de detoxificacdo de fase | e I,
responsaveis por uma série de reacdes que facilitam a excrecdo dos xenobidticos ou os tornam
metabolicamente reativos (Figura 8). Assim, 0 uso de hepat6citos humanos, como a linhagem
imortalizada de hepatoblastoma primario (HepG2), é recomendado em estudos toxicol6gicos
gue envolvem a metabolizacdo e ativacdo de xenobidticos (NATARAJAN; DARROUDI, 1991;
KNASMULLER et al., 1998; MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004).

A HepG2 mantém muitas funcbes especializadas que sdo perdidas em células primarias,
como a secrecdo de enzimas de fase | (CYP450 1A1, 1A2, 2B, 2C, 3A e 2E1, aril-hidrocarbono
hidroxilases, nitroredutases, N-dimetilases, catalases, peroxidades, NAD(P)H:citocromo ¢
redutases, CYP450 redutases e NAD(P)H:quinona oxidoredutases) e fase Il (sulfotransferases,
UDP glucuronil transferases, N-acetil transferases, glutationa S-transferases e epo6xido
hidrolases) (KNASMULLER et al., 1998; MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004).
Entretanto, as HepG2 vém apresentando deficiéncias na atividade CYP450 quando comparadas
aos hepatocitos humanos primarios, apresentando atividades basais de biotransformacao
(GUILLOUZO et al., 2007; DONATO et al., 2008, GERETS et al., 2012). Portanto, estas

células sdo Uteis para testes de screening, e os resultados devem ser interpretados com cautela.

Figura 8. Esquema da metabolizagdo e biotransformacéo de xenobi6ticos em hepatdcitos humanos.
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1.3.2 Equivalentes de epiderme humana

-

/‘2K
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Capa: Epiderme humana reconstruida. Fonte: http://WWW.eplskln.com/en/Tralmng.

A pele humana é o maior érgdo do corpo humano e esta exposta a multiplos xenobidticos
presentes no ambiente, como poluicbes (ANDREASSI; ANDREASSI, 2004) e substancias
quimicas presentes em produtos comercializados (CHUONG et al., 2002). A elevada superficie
de contato da pele e o impacto que ela sofre do ambiente externo torna-a um excelente modelo
de estudo. Ensaios in vitro utilizando a engenharia de pele humana tém sido alvo de industrias
de cosmeéticos, visto que estes modelos permitem avaliar agentes quimicos em um ambiente
biomimético, e ndo somente em células isoladas. A construcéo e validacdo de peles equivalentes
vem sendo otimizadas e seus resultados correlacionados com dados in vivo, tornando-as um
excelente modelo in vitro preditivo (BROHEM et al., 2010; MATHES et al., 2014).

A epiderme equivalente, por exemplo, é produzida com o cultivo tridimensional de
queratindcitos humanos, os quais sdo expostos a um sistema de interface ar-liquido para
estimular a diferenciacdo e estratificacdo das camadas epidérmicas. O uso da linhagem celular
imortalizada de queratindcitos humanos (HaCaT) na construcdo de modelos epidérmicos
destaca-se pela elevada reprodutibilidade e capacidade de diferenciacdo preservada, sendo
utilizada em engenharia de pele equivalente como alternativa as células priméarias (SCHOOP et
al., 1999; BOELSMA et al., 1999; BROHEM et al., 2010; ZANONI et al., 2014).

Figura 9. Estrutura estratificada da epiderme. Crioseccdo de epiderme humana reconstruida (8 um, coloragdo
H.E.). Esquema das correspondentes camadas da epiderme.
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Fonte: adaptado de: EpiCS®, http: //reconstructed human-epidermis.com/overv iew/background/.
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1.3.3 Citotoxicidade celular

A citotoxicidade celular expressa os efeitos adversos nas propriedades estruturais e/ou
funcionais de um ou mais componentes celulares comuns a todos os tecidos (citotoxicidade
basal) e/ou em células tecido-especificas (citotoxicidade tecido-especifica) (GARLE et al.,
1994). Diversos tipos de citotoxicidade ja foram descritos, dentre eles apoptose, morte celular
associada com autofagia, necrose ou oncose, e alteracdes mitoticas (KRYSKO et al., 2008). Os
ensaios de citotoxicidade em modelos celulares in vitro predizem o potencial letal agudo de

compostos toxicos a nivel celular (GARLE et al., 1994).

Ensaios de citotoxicidade in vitro para avaliar a viabilidade celular sdo realizados por
diversos principios. O teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio),
por exemplo, baseia-se na medida do dano induzido pelas substancias téxicas no metabolismo
celular, avaliando as atividades enzimaticas das desidrogenases mitocondriais. A viabilidade
celular é quantificada por espectrofotometria pela reducdo do sal tetrazolato ou MTT, de
coloracdo amarela e hidrossolivel, em sal de formazan, de coloracédo roxa e lipossoluvel (Figura
10) (DENIZOT; LANG, 1986; PERES et al., 2008). A reducdo do MTT reflete a presenca de
células viaveis, ou seja, ocorre quando ha desidrogenases mitocondriais ativas, portanto

diretamente proporcional a viabilidade celular (PERES et al., 2008).

Figura 10. Esquema da reducdo do MTT a sal de formazan pelas enzimas desidrogenases mitocondriais.
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Fonte: adaptado de Rogan Grant, https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3AMTT_reaction.png.

Ensaios de morte celular via apoptose e/ou necrose também sdo amplamente utilizados
para verificar a citotoxicidade de agentes quimicos. A morte celular por apoptose é um

mecanismo de morte celular programada das células para manter a homeostase, processo
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dependente de enzimas enddgenas, sendo caracterizada pela perda de volume celular,
prolongamentos da membrana plasmaética, condensacdo da cromatina e formacao dos corpos
apoptoticos fagocitados pelas células adjacentes. O processo de apoptose pode ser induzido via
extrinseca, por estressores extracelulares propagados por receptores transmembranas, ou via
intrinseca, por sinalizacBes intracelulares, como o estresse oxidativo e danos no DNA
(GALLUZZI et al., 2012). Por outro lado, a necrose trata-se de um rompimento da membrana
plasmatica pelo inchago das células, ocasionando a liberacdo do conteddo citoplasmatico, o

qual desencadeia um processo inflamatério (KRYSKO et al., 2008).

O ensaio de anexina V / PI, por exemplo, quantifica a morte celular pela deteccdo de
apoptose e necrose por citometria de fluxo. A anexina V é uma proteina com alta afinidade por
fosfolipidios da membrana celular, capaz de detectar a externalizacdo do sinalizador de
apoptose fosfatidilserina na superficie da membrana plasmatica (Figura 11). Ja o iodeto de
propideo (PI) é um fluorocromo intercalante de DNA de elevado peso molecular, ndo permeéavel
a membrana plasmatica integra, portanto uma vez que a célula entra em processo de necrose, 0
Pl entra na célula e se liga ao DNA, corando-o intensamente (KRYSKO et al., 2008;
ZHIVOTOVSKY et al., 1999).

Figura 11. Esquema da coloracdo de células em apoptose pela anexina V.
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Fonte: adaptado de http://www.bdbiosciences.com/br/instruments/accuri/articles/archive/2015_02/index.jsp.
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1.3.4 Genotoxicidade e mutagenicidade

Testes de genotoxicidade e mutagenicidade sdo importantes para avaliacfes da seguranca
de substancias quimicas que serdo ou ja se encontram disponiveis no mercado. Diferentes
indicadores devem ser considerados, como mutacgdes de ponto e danos cromossdmicos, 0s quais
podem ser relacionados tanto a alteragdes numéricas (poliploidia e aneuploidia) como
estruturais (quebras, perdas, rearranjos etc). Desta forma, avaliagdes genotoxicas/mutagénicas
requerem uma elaborada estratégia de andlise, na qual testes celulares in vitro possuem um
importante papel neste processo (SPEIT, 2009; MUN et al., 2009).

O ensaio de eletroforese de célula unica (Single cell electrophoresis test) ou ensaio do
cometa (comet assay) em condi¢Ges alcalinas é um método sensivel para avaliacdes
genotoxicoldgicas, utilizado tanto para testes ecotoxicoldgicos (apresentado no item 1.2.1.4),
como para a deteccdo de agentes quimicos potencialmente genotdxico para a salde humana,
detectando principalmente as lesdes primarias no DNA, como quebras simples e duplas, sitios
alcali-labeis, ligacbes cruzadas e eventos de reparo incompletos (Figura 7) (TICE et al., 2000;
COLLINS et al., 2008). Entretanto, esta técnica € utilizada para mensurar lesdes no DNA
passiveis de correcio (OSTLING; JOHANSON,1984; SINGH et al., 1988; MCKELVEY-
MARTIN et al., 1993; TICE et al., 2000).

Por outro lado, o potencial mutagénico de compostos quimicos pode ser avaliado pelo
ensaio in vitro denominado ensaio do micronucleo (MN), um biomarcador de instabilidade
cromossomica (TERREDAS et al., 2010; VRAL et al., 2011; FENECH et al., 2011). Neste
ensaio, as células expostas as substancias mutagénicas formam, além do nucleo principal,
pequenos ndcleos no citoplasma, chamados de MNs, ou pontes nucleoplasmaticas interligando
dois nucleos principais. Os MNs sdo formados por um atraso do cromossomo acéntrico inteiro
na fase de anafase da divisdo celular, ou por fragmentos de cromatides acéntricas nédo
incorporados ao nucleo principal, gerados por erros no reparo de quebras da dupla fita de DNA
ou pelo ndo reparo destas quebras. Durante a tel6fase, uma membrana nuclear envolve estes
fragmentos ou cromossomos atrasados, havendo perda de cromatina no ndcleo principal. Ja as
pontes nucleoplasmaticas originam-se de cromossomos dicéntricos com as extremidades dos
seus telémeros fundidas ou por erros no reparo de quebras na dupla fita do DNA (Figura 12)
(VALENTIN-SEVERIN et al. 2003; IARMARCOVAI et al., 2008; FENECH et al., 2011).
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Figura 12. Esquema de formacgdo de micronicleo (MN) por atraso do cromossomo acéntrico inteiro e por
fragmentos de cromatides acéntricas nao incorporados ao nicleo principal, e ponte nucleoplasmatica em células
binucleadas submetidas a divisdo celular na presenca do bloqueador de citocinese citocalasina B.
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Fonte: adaptado de Fenech (2007).

Os surgimentos de MNs e pontes nucleoplasmaticas devem ser visualizados apenas em
células que completaram um ciclo de divisdo celular (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003), para
que sejam contabilizadas somente as mutacdes que foram transmitidas as células filhas, uma
vez que o dano getético se estabiliza na geragdo posterior. Consequentemente, a frequéncia de
MN sé é assegurada ap6s garantir que todas as células passaram pelo processo de mitose.
Assim, o adjuvante citocalasina B, um inibidor da polimerizacdo da proteina actina, é
adicionado ao ensaio. A actina é indispensavel para a formacdo do anel de microfilamentos,
responsavel pela contracdo do citoplasma e clivagem da célula em duas células-filhas
(citocinese), e a presenca do inibidor blogueia a citocinese, mas ndo a divisdo celular e,
consequentemente, ocorre um acimulo de células binucleadas a partir de células que passaram

apenas por um ciclo de divisdo (VRAL et al., 2011).
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1.4 Justificativa

Diversos corantes sintéticos apresentam potenciais toxico e/ou mutagénico, entretanto
muitos deles continuam disponiveis para utilizagdo por setores industriais. Com base nos
ensaios toxicoldgicos, comissdes internacionais restringiram o numero de corantes aprovados
para fins de consumo humano (EC 2015/1190/EC, 2015; EC Directive 2002/61/EC, 2002;
SCCNFP, 2001), despertando interesses no desenvolvimento de corantes naturais seguros para
a salde humana e ambiental. Dentro deste contexto, 0 nosso grupo de pesquisa, em colaboracéo
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes do Departamento de
Quimica da FFCLRP, USP (Ribeirdo Preto, Brasil) iniciou a avaliacdo ecogenotodxicologica do
corante vermelho natural eritrostominona (Ery), uma naftoquinona extraida de micro-
organismos com potencial aplicagdo industrial. Optamos por também avaliar o
eritrostominona fotodegradado (EryD) para os organismos aquaticos, visando uma
possivel forma de tratamento simples e rapida dos efluentes contendo o corante. O corante azo
sintético Basic Red 51 (BR51) também foi avaliado para os organismos aquéaticos, uma vez
que a toxicidade deste corante para a saude humana ja foi realizada pelo nosso grupo (ZANONI
et al., 2014) e os dados relacionados a salude ambiental sdo escassos. Assim, sabendo da
toxicidade deste corante sintético, este foi utilizado como pardmetro de comparagéo em termos

de toxicidade em relacéo ao corante natural.

1.5 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial ecogenotoxicolégico do Ery e do
EryD em comparacdo com o BR51 para 0s organismos aquaticos, e o potencial

ecogenotoxicoldgico do Ery para linhagens celulares humanas.
Os objetivos especificos sdo:

1. Avaliar o potencial genotoxico e a toxicidade do Ery, EryD e BR51 para o
desenvolvimento embrionério, alteragdes bioquimicas, no balanco energético e no
comportamento de zebrafish (Danio rerio).

2. Avaliar a toxicidade do Ery, EryD e BR51 para a imobilidade, alteragdes na reprodugéo,
no comportamento e no custo metabolico de Daphnia magna.

Avaliar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico do Ery para células HepG2.
Avaliar o potencial citotoxico e genotdxico do Ery para epiderme humana equivalente.
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2.1 Resumo

Testes toxicologicos em organismos ndo-alvos sdo fundamentais para o desenvolvimento de
corantes seguros ao ambiente, e 0s estagios iniciais de vida do peixe zebrafish tem se destacado
como organismos modelos para ambientes aquaticos. No presente trabalho, nds objetivamos
avaliar e comparar os efeitos toxicos do corante sintético Basic Red 51 (BR51), amplamente
utilizado por induastrias téxteis e de cosméticos, e do corante natural eritrostominona (Ery),
extraido de fungos com potencial aplicabilidade industrial. Adicionalmente, objetivamos
avaliar a capacidade de fotodegradacdo de ambos 0s corantes, seguida da avaliacdo dos efeitos
toxicos dos produtos fotodegradados. Para tanto, foram avaliados os efeitos letais, subletais e
teratogénicos induzidos no desenvolvimento embrionario de zebrafish e as alteracbes no
comportamento larval de zebrafish. Nossos resultados mostraram que embrides expostos ao
BR51 e Ery exibiram um saco vitelinico de tamanho anormal, possivelmente devido a uma
deformidade ou atraso na reabsor¢do do vitelo. O Ery também induziu edemas de pericardio e
saco vitelinico em altas concentracfes. Além disso, larvas expostas ao Ery e BR51 nadaram
distancias mais curtas e por menos tempo, comparadas aos controles. Estes efeitos na
locomocdo foram associados ndo somente ao desenvolvimento anormal do saco vitelinico, mas
também a efeitos que antecipam as alteragdes morfoldgicas, uma vez que eles foram detectados
em concentracBes 4 vezes menores gque as capazes de alterar o desenvolvimento embrionario.
Interessantemente, apOs a exposicdo a luz, o BR51 permaneceu inalterado, enquanto o Ery
formou um produto de degradacdo incolor (EryD), incapaz de afetar o desenvolvimento e o
comportamento dos organismos, o qual mostra que a fotodegradacéo do Ery foi suficiente para
prevenir os efeitos toxicos avaliados. Em conclusdo, ambos os corantes Ery e BR51 alteram o
desenvolvimento e comportamento dos estagios iniciais de zebrafish, e um tratamento simples
do corante natural pode prevenir impactos aos organismos ndo-alvos analisados.!

Palavras-chaves: Eritrostominona, Basic Red 51, malformacdes, atividade locomotora.
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1 Os dados referentes a este capitulo foram publicados no periddico Chemosphere (Anexo 1). Abe, F.R.;
Mendonca, J.N.; Moraes, L.A.B.; Oliveira, G.A.R.; Gravato, C.; Soares, A.M.V.M.; Oliveira, D.P. (2017a)
Toxicological and behavioral responses as a tool to assess the effects of natural and synthetic dyes on zebrafish
early life. 178 282-290. DOI: 10.1016/j.chemosphere.2017.03.030.
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2.2 Abstract

Organic dyes extracted from natural sources have been widely used to develop safety and eco-
friendly dyes as an alternative to synthetic ones, since the latter are usually precursors of
mutagenic compounds. Thereby, toxicity tests to non-target organisms are critical step to
develop harmless dyes to environment and in this context, zebrafish (Danio rerio) early life
stages are becoming an important alternative model. We aimed to assess the toxic effects of the
synthetic dye Basic Red 51 (BR51, used in cosmetic industry), the natural dye erythrostominone
(Ery), a potential commercial dye extracted from fungi) and its photodegradation product
(EryD), using zebrafish early life assays. Developmental malformations on embryos and
behavioral impairment on larvae were explored. Our results showed that embryos exposed to
BR51 and Ery exhibited a large yolk sac, possibly due to a deformity or delayed resorption. Ery
also induced pericardial and yolk sac edemas at high concentrations. Moreover, larvae swan
less distance and time when exposed to Ery and BR51. The lowest larvae locomotion have been
associated with impairment of the yolk sac, important tissue of the energy source. Interestingly,
EryD did not affect neither development nor behavior of zebrafish, showing that Ery
photodegradation is sufficient to prevent its toxic effects. In conclusion, both natural and
synthetic dyes impaired development and behavior of zebrafish early life, therefore, a simple
treatment of the natural dye can prevent the aquatic life impact.

2.3 Intfrodugao

A identificacdo de corantes seguros para o ambiente € fundamental para prevenir efeitos
nocivos a organismos ndo-alvos . O zebrafish (Danio rerio) é um importante modelo para a
(eco)toxicologia, com desenvolvimento incial bem caracterizado e embrides transparentes, o
que permite a observacdo detalhada da organogénese, além da facil manutencao em laboratério
(BRAUNBECK et al., 2005; LAMMER et al., 2009; KNOBEL et al., 2012; SCHOLZ, 2013).
O teste de embriotoxicidade em peixes (FET) foi proposto por Nagel (2002) para avaliar
alteracbes morfoldgicas como alternativa aos testes agudos em peixes adultos. Recentemente,
ensaios de comportamento do zebrafish também foram propostos como indicadores de efeitos
adversos iniciais, com respostas de elevada sensibilidade quando comparadas aos tradicionais
testes de toxicidade (MACPHAIL et al., 2009; PADILLA et al., 2011).

O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos toxicos do BR51, Ery e
também o seu produto fotodegradavel (EryD) para os estagios iniciais de vida do zebrafish,
utilizando os seguintes parametros: sobrevivéncia, desenvolvimento e comportamento. O FET
foi realizado em embriGes de zebrafish, a fim de investigar os efeitos de BR51, Ery e EryD na
sobrevivéncia e em malformacdes induzidas durante o desenvolvimento embrionario. O
comportamento foi avaliado pela atividade locomotora, com determinagdes da distancia e do

tempo gasto na natagcdo, bem como a velocidade das larvas de zebrafish expostas aos corantes.
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2.4 Materiais e Métodos
2.4.1 Corantes em estudo

O corante sintético BR51 (2-(((4-dimethyllamino) phenyl) azo)-1,3-dimethyl-1H-
imidazolium chloride, CAS n.° 77061-58-6, MW: 279,6 g/mol, pureza 99%) (Figura 1A) foi
adquirido da LCW Import and Export Ltd (S&o Paulo, Brasil). O corante natural Ery (CAS n.°
26153-04-8, MW: 348,08 g/mol, pureza 85-92%) foi extraido de fungo endofitico cepa LCO1-
A (espécie em fase de identificacdo, cedida pela Colecdo de Microrganismos de Importancia
Agricola e Ambiental, CCMA, EMBRAPA, Brasil), purificado e caracterizado pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes do Departamento de Quimica da
FFCLRP, USP, Ribeirdo Preto, Brasil).

Solucdes estoques do BR51 foram diretamente preparadas em dgua de osmose reversa, e
diluidas na mesma agua imediatamente antes do inicio dos testes. Solucdes estoques do Ery
foram preparadas em dimetil sulfoxido (DMSO) e diluidas em dgua de osmose reversa (DMSO
0,01%, v/v) imediatamente antes do inicio dos testes. Agua de osmose reversa e DMSO 0,01%
em agua de osmose reversa (v/v) foram usados como controles negativos, e 3,4-dicloroanilina

(DCA 4 mg/L) como controle positivo.

2.4.2 Fotodegradag¢ao dos corantes

Solucdes testes do BR51 e Ery (30 mg/L, ambas preparadas em DMSO 0,01% em agua
de osmose reversa, v/v, para tornar as solucdes iguais) foram devidamente alocadas em tubos
de centrifuga estéreis de 50 mL vedados com Parafilm M® e expostas a luz fluorescente branca
constante (250 Ix, 36W) durante 7 dias. Amostras foram coletadas com 1, 2, 3, 5 e 7 dias de
exposicao e analisadas em UPLC-DAD-MS pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto
Beraldo de Moraes da FFCLRP, USP (Ribeirdo Preto, Brasil). As solu¢des do BR51
permaneceram inalteradas, enquanto a fotodegradacéo do Ery formou um segundo composto
incolor, confirmado pela diminuic¢do do sinal em 4.99 min e um aumento do sinal em 4.52 min
(Figura 13 e Figura 14). Sendo assim, foi testado o composto degradado do Ery (EryD) para

avaliar uma possivel alternativa de tratamento de efluentes industriais contendo o mesmao.

33



Capitulo 2. Zebrafish: desenvolvimento e comportamento

Figura 13. Cromatogramas em diferentes tempos adquiridos em 315 nm para eritrostominona (A) e em 295 nm
para Basic Red 51 (B). Analises realizadas pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Luiz Alberto Beraldo de
Moraes da FFCLRP, USP.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017a). Copyright 2017 Elsevier Ltd.

Figura 14. Espectrograma UV/vis (A), espectrograma MS (B) e espectrograma MSMS (C) do eritrostominona
(Ery) e eritrostominona degradado (EryD), e fragmentacgéo do Ery (D). Andlises realizadas pelo grupo de pesquisa
do professor Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes da FFCLRP, USP.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017a). Copyright 2017 Elsevier Ltd.
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2.4.3 Manutencgao de zebrafish e obtengcao dos ovos

Os testes de toxicidade com zebrafish foram realizados no Centro de Estudos do
Ambiente e do Mar, Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal).
Culturas de zebrafish (linhagem AB) do biotério local foram mantidas em aquarios de 3,5 L
com densidade de 3-6 adultos/L, em sistema de fluxo continuo equipado com filtro de carbono
(ZebTec, Tecniplast, Italia) (Figura 15A), a pH 7,5 + 0,5, temperatura de 26 + 1°C, oxigénio
dissolvido a 95% de saturacdo, condutividade de 750 + 50 uS/cm, e fotoperiodo de 16:8 h. Os
organismos foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial (ZM400 Granular).

Para a obtencéo dos ovos, fémeas e machos adultos (1:2) foram alocados separadamente
em aquario contendo diviséria transparente vazada, permitindo a troca de agua entre 0s
compartimentos (Figura 15B). Com o inicio do fotoperiodo na manha seguinte, a divisoria foi
retirada e os peixes desovaram por 1 h. Decorrido o tempo, os ovos foram coletados e lavados
em agua autoclavada. Os ovos fertilizados em periodo de clivagem (4-64 células) (Figura 15C)
foram selecionados em estereomicroscépio (SMZ800, Nikon, Japdo) e utilizados nos ensaios
subsequentes, aleatoriamente designados aos tratamentos. Os embrides e larvas ndo receberam
alimentacdo exdgena durante 0s ensaios, uma vez que até 144 horas pos fertilizagéo (hpf) ainda

se alimentam do vitelo.

Figura 15. Biotério de zebrafish. (A) Sistema de manutencdo ZebTec (Tecniplast, Italia). (B) Aquario com
divisoria utilizado para a reproducgdo de zebrafish. (C) Ovos de zebrafish em periodo de clivagem com 4, 8, 16, 32
e 64 células, respectivamente, da esquerda para a direita.
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2.4 4 Teste de embriotoxicidade em peixes (FET)

As alteracdes no desenvolvimento embrionario de zebrafish foram avaliadas de acordo
com a OECD Guideline 236 (2013) e Nagel (2002). O projeto foi encaminhado e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCFRP, USP (CEUA, protocolo niimero
14.1.608.53.5, emitido em 12 de novembro de 2014).

Os ovos selecionados foram individualmente distribuidos em placas para cultura celular
de 24 pocos, contendo 2 mL de solucdo teste cada pogo. Foram realizados os tratamentos dos
controles negativos e positivo, 6 concentragdes do Ery e EryD (1,88; 3,75; 7,5; 15, 30 e 50
mg/L) e 7 do BR51 (1,88; 3,75; 7,5; 15, 30, 50 e 100 mg/L). Testes foram realizados em
quadruplicatas independentes, e cada tratamento foi realizado com 20 repetices, sendo um
organismo por repeticdo (n=4x20 embrides/tratamento) (Figura 16). As placas foram mantidas

até 96 hpf a 26 + 1°C, em sistema estatico e no escuro para evitar a degradacao dos corantes.

Figura 16. Exposi¢do de embribes de zebrafish ao corante eritrostominona (Ery) em placas para cultura celular de
24 pocos. Da esquerda para direita, de cima para baixo: controle negativo; 1,88; 3,75; 7,5; 15 e 30 mg/L de Ery.

Os embrides foram monitorados diariamente em estereomicroscopio (SMz800, Nikon,
Japdo) acoplado com camera (LV-TV, Nikon, Jap&o). Os indicadores analisados foram de
letalidade (coagulacdo dos ovos, auséncia de somitos, cauda presa e auséncia de batimentos
cardiacos), sub-letalidade (malformacdo dos somitos e dos olhos, pigmentacdo e edemas) e
teratogenicidade (malformacdes da cabeca, cauda e otolitos, deformidades do saco vitelino,
crescimento retardado, escoliose e ndo eclosdo) (NAGEL, 2002).
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2.4.5 Ensaio de comportamento

O comportamento de zebrafish foi monitorado de acordo com o0s procedimentos
previamente descritos por Macphail et al. (2009), Padilla et al. (2011) e Henriques et al. (2015).
Os ovos selecionados foram distribuidos em placas de Petri contendo 50 mL de solugéo teste,
sendo 10 ovos/placa e 3 placas/tratamento. Foram realizados os tratamentos dos controles
negativos e 4 concentracdes subletais do Ery, EryD e BR51 pré-selecionadas a partir do FET
(1,88; 3,75; 7,5 e 15 mg/L). As placas foram mantidas a 26 + 1°C, em sistema estatico e no
escuro para evitar a degradacdo dos corantes. Ao completar 144 hpf, quando as larvas ja
possuem bexiga natatoria inflada, 20 larvas por tratamento foram individualmente transferidas
para placas para cultura celular de 96 pocos (n=20 larvas/tratamento) contendo 200 pL de
solucdo teste (Figura 17), definindo as dimensdes da area experimental em 6,5 mm (didmetro
do pocgo) x 5,5 mm (altura atingida pela solucéo teste no pog¢o). O rastreamento da locomogéo
foi realizado sempre no mesmo periodo do dia (1 p.m.), utilizando o sistema de rastreamento

de video ZebraBox e Zebral ab software (ViewPoint Life Science, Lyon, Franca).

Figura 17. Exposicdo de embrides de zebrafish ao corante Basic Red 51 (BR51) em placas para cultura celular de
96 pocos pouco antes do rastreamento. Da esquerda para direita, de cima para baixo: controle negativo; 1,88; 3,75;
7,5 e 15 mg/L de BR51.

Os 10 min iniciais de rastreamento foram realizados no escuro como periodo de
aclimatacdo para minimizar distarbios causados na transferéncia das larvas. Decorrido o

periodo, foram gravados 4 ciclos consecutivos de 10 min cada, alternando claro e escuro, sendo
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utilizado iluminagéo LED para os ciclos no claro e luz infravermelha para os ciclos no escuro.
Foi utilizado fundo transparente com limite de deteccdo de 25 frames por segundo para a
deteccdo das larvas, e a distancia minima de 0,5 mm foi definida como “inativo” para evitar
rastreamento de ruido do sistema. Os dados foram automaticamente amostrados a cada 60
segundos (periodo de integracdo), com a obtencdo dos seguintes pardmetros por larva: tempo
total de natacdo (TTN em s/min), distancia total de natacdo (DTN em mm/min) e velocidade
(Vel em mm/s). Ao final do teste, as larvas foram analisadas em estereomicroscépio (SMZ800,
Nikon, Japéo) para verificar a inflacdo da bexiga natatoria, uma vez que a ndo inflacdo pode
prejudicar a natagdo (STRAHLE et al., 2012).

2.4.6 Andlises Estatisticas

Apos verificar a distribuicdo e variancia dos dados do FET e do ensaio de comportamento
de zebrafish (normalidade e homocedasticidade) com os testes de Kolmogorov-Smirnov e
Barlett, respectivamente, foi aplicada One-way ANOVA seguida do teste de Dunnett (nivel de
significancia de 5%) para verificar diferencas significativas entre as médias dos tratamentos e
seus respectivos controles negativos, utilizando o software GraphPad Prism 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Os valores de Concentracdo de Efeito Observado
(CEO) e Concentracdo de Efeito Nao-Observado (CENO) também foram definidos. A
concentracdo letal média (CLso), concentracdo efetiva média (CEso) e seus respectivos
intervalos de confianca (limites superiores e inferiores) foram calculados pelo método trimmed
Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977). Os corantes foram classificados de acordo com
as categorias de perigo agudo para o ambiente aquatico definidos pelo Globally Harmonized

System of classification and labelling of chemicals (GHS, 2009).

2.5 Resultados
2.5.1 FET

Os valores calculados das CLso, CEso e CEO para embrides de zebrafish expostos ao Ery,

EryD e BR51 estdo apresentados na
Tabela 1, e os resultados da ANOVA estdo apresentados na Tabela 2. Em geral, 0s
embrides dos controles negativos apresentaram desenvolvimento regular como descrito por
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Nagel (2002), enquanto o controle positivo (DCA 4 mg/L) induziu mortalidade superior a 30%,
como recomendado pela OECD Guideline 236 (2013). Em relacdo a exposicao aos corantes, 0
BR51 e Ery induziram malformacdes durante o desenvolvimento embrionario e alteracbes na
natacdo das larvas de zebrafish, comparados aos respectivos controles, enquanto o EryD néo

alterou nenhum dos parametros analisados.

Houve um aumento significativo na mortalidade dos embrides somente em elevadas
concentragdes do BR51 (CEO=50 mg/L) e Ery (CEO=30 mg/L). Entretanto, concentracdes
subletais de ambos os corantes induziram um saco vitelinico perceptivelmente maior (Figura
18B e C) de forma dose e tempo-dependente. O saco vitelinico anormal foi inicialmente
visualizado nos embrifes expostos ao Ery com 48 hpf (CEO=15 mg/L) e nos expostos ao BR51
com 72 hpf (CEO=7.5 mg/L), aumentando significativamente ao longo das concentracdes
(Figura 19) e do tempo de exposicdo (Tabela 1). Além disso, o Ery induziu edemas de saco
vitelinico (CEO=30 mg/L) e de pericardio (CEO=15 mg/L) (Tabela 1, Figura 18C). N&o
houveram efeitos adversos induzidos pelo Ery e BR51 em relacdo aos outros parametros
avaliados: coagulacdo dos ovos, cauda presa, auséncia ou malformacGes dos somitos,
pigmentacdo anormal, malformacdes dos olhos, cauda e otdlitos, escoliose e crescimento
retardado.

Baseado na classificagdo do GHS (2009), o BR51 e Ery s&o prejudiciais (CLso>100 mg/L
e 10<CL50<100 mg/L, respectivamente) a toxicos (1<CEs0c<10 mg/L) para o ambiente aquatico.
Por outro lado, o EryD ndo induziu nenhuma alteracdo significativa no desenvolvimento

embrionario de zebrafish (Tabela 1, Figura 18D).

Figura 18. Embriotoxicidade em zebrafish com 96 hpf. EmbriGes expostos ao (A) controle negativo; (B) 7,5 mg/L
de Basic Red 51 com saco vitelinico anormal; (C) 7,5 mg/L de eritrostominona com saco vitelinico anormal e
edema de pericardio; (D) 30 mg/L de eritrostominona degradado; sv: saco vitelinico, cabeca da seta: edema de
pericardio (amplificacdo 30x).

Fonte: adaptado de Abe et al. (2017a). Copyright 2017 Elsevier Ltd.

39



Capitulo 2. Zebrafish: desenvolvimento e comportamento

Tabela 1. Valores da CEO e CENO, CLs, e CEsp (intervalos de confianca: limite inferior — LI, limite superior — LS) (mg/L) do eritrostominona (Ery) e seu fotodegradado
(EryD) e do Basic Red 51 (BR51) para embrides de zebrafish, e classificacdo para o perigo aquatico agudo (GHS, 2009).

hof Mortalidade Saco vitelinico anormal Edema de saco vitelinico Edema de pericardio e
CENO CEO CLso (LI-LS) CENO CEO CEso (LI-LS) CENO CEO CENO CEO
48 - - - - - - - - - -
EryD 72 - - - - - - - - - - -
96 - - - - - - - - - -
48 - - - 7,5 15 18,89 (16,3-22) 15 30 - -
Ery 72 30 50 - 375 75 11,71 (8,5-16,2) 15 30 15 30 Prejudicial a toxico
96 15 30 26,68 (22,7-31,5) 375 75 9,88 (5,6-17,6) * * 7.5 15
48 50 100 - - - - - - - -
BR51 72 50 100 - 3,75 75 12,04 (10,4-13,9) - - - - Prejudicial a téxico
96 30 50 > 100 375 75 7,39 (6,5-8,4) - - - -

—nenhum efeito significativo; *ndo calculado devido a ocorréncia de mortalidade; hpf: horas pds-fertilizacdo. Adaptado de Abe et al. (2017a).

Tabela 2. Valores da ANOVA do eritrostominona (Ery) e seu fotodegradado (EryD) e do Basic Red 51 (BR51) para o FET em zebrafish.

Resultados ANOVA

Parametro Tempo (hpf) ERE Ery 5
48 F(7;30)=3 p:0,0175 F(6;21)=1 p:0,4500 F(6;21)=0,67 p:0,6974
Mortalidade 72 Fzs0=5,7 p=0,0003  Fe2=2,9 p=0,0327  F.20=0,67 p=0,6974
96 F(7;30)=35 p<0,0001 F(6;21)=14 p<0'0001 F(6;21)=0,67 p:0,6974
o 48 F730=0,84 p=0,5614  FeEo=110 p<0,0001  FEo=1,3 p=0,3074
ir?g?n;/;:e“mco 72 Fu9=73  p<0,0001  Fg2=120 p<0,0001  Fean=13  p=0,3074
96 F(7;29)=110 p<0,0001 F(6;20)=52 p<0’0001 F(6;21):1,5 p=0,1924
48 - - F6:21)=32 p<0,0001 - _
\Ei?:ITn{?g(f S0 72 - - Fe20=42  p<0,0001 - -
96 Fa29=1 p=0,4237 * * _ -
48 a - Fe21=0,81 p=0,5370 — _
Eéjﬁg?ddiz 72 - - Fe2n=40  p<0,0001 - _
i % — - Fe.2=10 p<0,0001 - _

—nenhum efeito significativo; *ndo calculado devido a ocorréncia de mortalidade; hpf: horas pés-fertilizagéo.

Copyright 2017 Elsevier Ltd.
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Figura 19. Malformagdes induzidas em zebrafish com 96 hpf. VValores apresentados em porcentagem de efeitos
adversos (edemas de saco vitelinico e pericérdio, e saco vitelinico anormal) induzidos pelo (A) Basic Red 51
(BR51) e (B) eritrostominona (Ery) em embrides vivos, excluindo as concentracfes com elevada mortalidade.
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2.5.2 Comportamento

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrifes de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 3. A avaliacdo da atividade
locomotora foi realizada em cinco ciclos alternados de claro e escuro de 10 min cada, com
inicio no ciclo escuro como periodo de aclimatacdo. De modo geral, as larvas de zebrafish dos
grupos controles apresentaram distancias totais de natacdo (DTN) e tempos totais de natacdo
(TTN) mais longos durante os ciclos no escuro, e reduziram rapidamente a DTN e TTN durante
os ciclos no claro. Estes resultados estdo em acordo com o padrdo de comportamento de larvas
de zebrafish, como previamente reportado por MacPhail et al. (2009) e Padilla et al. (2011).

Em relacdo a exposicdo aos corantes, 0 BR51 e o Ery mostraram-se prejudiciais a
atividade locomotora de larvas de zebrafish. Durante os ciclos de claro e escuro, 0 BR51
diminuiua DTN, o TTN e a Vel de natacéo das larvas, enquanto o Ery diminuiu estes mesmos
parametros somente durante os ciclos no escuro (Figura 20).

Considerando que as larvas expostas aos corantes apresentaram efeitos semelhantes nos
dois ciclos do escuro, e os efeitos do BR51 foram mais acentuados no segundo ciclo do claro,
0s resultados referentes aos segundos ciclos de claro e de escuro estdo apresentados na Figura
21 e na Tabela 3. O BR51 diminuiu a DTN e o TTN das larvas durante o ciclo no claro em
concentragdes a partir de 7,5 mg/L, enquanto que no subsequente ciclo no escuro, diminuiu a
DTN e a Vel em todas as concentracgdes testadas (CEO=1,88 mg/L), e o TTN a partir de 15

mg/L. Em relac&o ao Ery, ndo houve alteragbes durante o ciclo no claro, mas no subsequente
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ciclo do escuro as larvas expostas diminuiram a DTN, o TTN e a Vel em concentrages a partir
de 7,5 mg/L. Por outro lado, o EryD ndo induziu nenhuma alterag&o significativa em relagéo ao

controle em todos os parametros comportamentais analisados.

Figura 20. Atividade locomotora de larvas de zebrafish expostas a 15 mg/L dos corantes eritrostominona (Ery),
seu fotodegradado (EryD) e Basic Red 51 (BR51). Valores representados por média de larvas (n=20) por min.
Cada ciclo de 10 min esta representado por barras pretas (ciclo no escuro) e brancas (ciclo no claro).
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Tabela 3. Valores da CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do eritrostominona (Ery) e seu fotodegradado (EryD)
e do Basic Red 51 (BR51) para o comportamento de zebrafish com 144 hpf.

BR51 Ery EryD
CEO ANOVA CEO ANOVA ANOVA
oy Claro 75  Fuus=45 p=0,0040 - Fus=1,8 p=0,1545  Fuus=1,5 p=0,2060
Escuro 1,88 F(4;45):11 p<0,000l 7,5 F(4;45):25 p<0,0001 F(4;45):2,5 p:0,0596
TTN Claro 7,5 F(4;45):4,7 p:0,0029 - F(4;45):2,3 p:0,074O F(4;45):O,7 p:0,6024
Escuro 15 F.45=9,0 p<0,0001 7,5 F45=70 p<0,0001 Fa45=2,1 p=0,0914
Vel Claro - F(4;45):2,0 p:O,1099 - F(4;45):l,9 p:O,1345 F(4;45):0,9 p:0,4943
(

Escuro 1,88 F(4;45):7,8 p<0,000l 7,5 F(4;45):21 p<0,0001 F 4;45):2,2 p:0,0790

-nenhum efeito significativo, DTN: distancia total de natagdo (mm), TTN: tempo total de natacdo (s), Vel:
velocidade (mm/s).
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Figura 21. Atividade locomotora de zebrafish com 144 hpf expostos aos corantes. Ciclos de 10 min no claro
(barras brancas) e no escuro (barras pretas). DTN: distdncia total de natacdo, TTN: tempo total de natagéo, Vel:
velocidade. Valores representados por média = erro padrdo (n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, diferenca
significativa comparada ao controle.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017a). Copyright 2017 Elsevier Ltd.

2.6 Discussao

O corante sintético BR51 e o natural Ery mostraram ser prejudiciais aos embrides e larvas
de zebrafish. Ambos os corantes induziram mortalidade apenas em concentracfes elevadas,
entretanto em concentragdes subletais mostraram ser toxicos ao desenvolvimento embrionario

e a0 comportamento natatério das larvas.

De acordo com a elevada faixa de letalidade do BR51 (CLs50>100 mg/L) e Ery
(10<CLs0<100 mg/L) para embrides de zebrafish, eles s&o classificados como prejudiciais para
a vida aquéatica em exposi¢oes agudas (GHS, 2009). Dados referentes a valores de CLso de
corantes para peixes em estagio inicial de desenvolvimento sdo escassos, todavia, alguns

estudos realizados com peixes adultos tambem reportaram elevados valores de CLso. O corante
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azo vermelho de metilo, por exemplo, é letal para adultos de Poecilia reticulata somente em
elevadas concentragdes, com 96-h CLso=27,2 mg/L (SHARMA et al., 2003), enquanto a
anilina, uma amina aromatica usada como produto intermediario na sintese de corantes azo,
apresenta 96-h CLs0=69,4 mg/L para Oreochromis mossambicus adultos (BHUNIA et al.,
2003).

Apesar da mortalidade observada nos embrides de zebrafish somente em concentragdes
elevadas, os efeitos subletais se iniciaram em concentracdes muito abaixo. As alteracOes
morfologicas nos embrides expostos ao BR51 e ao Ery ocorreram entre 1<CEsq<10 mg/L, 0o
que classifica os corantes como tdxicos para a vida aquatica em exposic¢des prolongadas (GHS,
2009). O BR51, em particular, induziu efeitos subletais em concentragOes até 53 vezes mais
baixas que a CLso>100 mg/L. O gap entre efeitos letais e subletais induzidos pelo BR51 também
¢ induzido por outros corantes azo, como o0 azo Disperse Red 1, que apresenta 72-h CLs0=75,58
mg/L para cnidarios Hydra attenuate, enquanto que a 72-h CEsg para altera¢cbes morfoldgicas
é de 1,07 mg/L (JONG et al., 2016). Da mesma forma, apesar da elevada 96-h CLso da anilina
para Oreochromis mossambicus, 0,02 mg/L ja reduz a eficiéncia de conversao alimentar e a

taxa de crescimento dos organismos (BHUNIA et al. 2003).

Em relagdo as alteracGes na morfologia dos embrides de zebrafish, o Ery induziu edemas
de saco vitelino e de pericardio em elevadas concentracdes, 0s quais estdo associados a falhas
na funcdo da permeabilidade da membranas para o balan¢co osmotico (HILL et al., 2004;
TSURUWAKA et al.,, 2015) e nas funcBes renais de zebrafish (HANKE et al., 2013).
Entretanto, o0 mecanismo de atuacdo do Ery ndo foi elucidado. Tsuruwaka et al. (2015) discute
que os edemas de pericardico em embriBes de zebrafish estdo associados a um anormal padrédo
de sinalizacdo intracelular de Ca?*, o que de fato pode ter sido alterado pelo Ery, uma vez que
a absorcao de compostos lipofilicos afeta a sinalizacdo de Ca?* devido a elevada afinidade aos
fosfolipidios da membrana (ALVES et al., 2004).

O BR51 e 0 Ery também alteraram o tamanho do saco vitelinico dos embrides expostos
a concentragdes subletais. Os embrides apresentaram um saco vitelinico de maior tamanho,
possivelmente devido a uma deformidade do saco ou reabsorcdo retardada do vitelo. Embora
nédo haja informacdes sobre a toxicidade dos corantes para o desenvolvimento de embrides de
zebrafish, sabe-se que o saco vitelinico € um importante tecido envolvido na organogénese e
secrecdo de fatores de crescimento e proteinas, também importante para o sistema imunoldgico,

com atuagdo na maturacdo de macrofagos, na fagocitose de células apoptdticas e invasores
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microbianos, e na secrecdo de citocinas (HERBOMEL et al., 1999; HERBOMEL et al., 2001,
BERTRAND et al., 2007). O saco vitelinico também desempenha o papel fundamental de
armazenamento de energia associado a alimentacdo enddgena de embrides e larvas de zebrafish,
0s quais iniciam a alimentacdo exdgena somente apos 120 hpf (STRAHLE et al., 2012).
Portanto, uma deficiéncia no tecido fonte de energia dos embrides pode culminar em alteragdes

no sistema imunoldgico e no desenvolvimento/crescimento dos organismos.

Apesar disso, os embrides expostos ao BR51 e Ery apresentaram crescimento regular,
sugerindo que a energia consumida do vitelo estava sendo adequadamente alocada para o
crescimento. Para investigar se outras funcdes de gasto energético poderiam ser prejudicadas,
0 comportamento das larvas de zebrafish foi monitorado, e verificou-se que a atividade
locomotora de larvas de zebrafish foi reduzida, em acordo com associacfes ja reportadas
previamente entre malformacGes e problemas locomotores (HENRIQUES et al., 2015;
ANDRADE et al., 2016). As larvas expostas ao BR51 e ao Ery nadaram distancias mais curtas
e por menos tempo em concentracdes que apresentaram o saco vitelinico anormal, sugerindo
gue o saco Vitelinico de maior tamanho pode estar associado a hipoatividade das larvas. De um
ponto de vista ecoldgico, alteracbes na atividade locomotora de larvas de peixe pode
comprometer as interagOes presa/predador e a sobrevivéncia (FINGER et al., 1985). Burgess e
Granato (2007) sugerem que as respostas locomotoras de larvas de zebrafish frente as mudancgas
de iluminacdo estdo relacionadas ao comportamento da alimentacdo, ao risco de predacdo ou a
busca por reflgio. Desta forma, a menor atividade locomotora durante os periodos de luz e
escuro pode prejudicar a procura por alimentos e aumentar os riscos de predacao, diminuindo

as chances de sobrevivéncia dos organismos no ambiente natural.

Considerando que cerca de 15-50% dos corantes das industrias téxteis sdo liberados para
os recursos hidricos (NOJAVAN et al., 2013), e atingem desde concentracdes tragos (ug/L) até
500 mg/L em &guas residuais industriais (O'NEILL et al., 1999), as concentracdes subletais do
BR51 e Ery capazes de induzir efeitos adversos no desenvolvimento e no comportamento do
zebrafish s&o provaveis de serem encontradas no ambiente. Um tratamento ineficiente de
efluentes industriais antes da sua liberagéo para os corpos d’agua seria suficiente para culminar
em concentragdes toxicas dos corantes no ambiente. Neste trabalho, nds demonstramos que
apos exposicdo a luz durante 7 dias, o Ery tornou-se incolor e o produto fotodegradado nédo
apresentou toxicidade ao desenvolvimento embrionario e a atividade locomotora de zebrafish,
mostrando uma reducdo e/ou inativacdo eficaz da toxicidade do Ery. A facil fotodegradacdo do

Ery em um produto n&o prejudicial ao ambiente traz algumas vantagens, dentre elas a rapidez,
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simplicidade e baixo custo para tratamentos de efluentes contendo o corante, quando comparada
aos metodos laboriosos utilizados em &guas residuais contendo corantes azo, como 0S
tratamentos fotoelectrocataliticos, adsorventes e processo fenton-coagulacdo (FRAGA et al.,
2013; FRAGA; ZANONI, 2011; SHARMA et al., 2011; ZHANG et al., 2014). Levando em
conta a busca por corantes ecologicamente corretos para aplicagfes industriais, a
fotodegradagdo do Ery mostrou ser uma técnica importante para as inddstrias em relacdo ao

tratamento de efluentes.

Por fim, os dados aqui apresentados também mostraram que o FET e o teste
comportamental possuem sensibilidades proximas. Entretanto, as alteracfes no comportamento
foram detectadas em concentragdes 4 vezes menores do que as observadas no FET. Henriques
et al. (2015) também mostraram uma reducdo na atividade locomotora de larvas de zebrafish
expostas ao gemfibrozil em concentracGes até 2 vezes menores as observadas no ensaio FET.
Ja o fungicida carbendazim alterou a atividade locomotora de larvas de zebrafish em
concentragdes centenas de vezes menores do que aquelas observadas no FET (ANDRADE et
al.,, 2016). Apesar das evidéncias de que a toxicidade aguda dos peixes é altamente
correlacionadas com a dos embriGes (KNOBEL et al., 2012; LAMMER et al., 2009), as
informagdes sobre a capacidade metabdlica de embriGes de zebrafish sdo escassas e
insuficientes. Knobel et al. (2012) relatou uma baixa sensibilidade de embrides de zebrafish a
compostos que requerem metabolizacdo para bioativagio. E particularmente importante
compreender se 0 BR51 é prejudicial para os organismos ap0s sua metabolizacdo, uma vez que
foi previamente demonstrado que este corante azo forma aminas aromaticas mutagénicas e/ou
carcinogénicas ap6s sua clivagem (EU SCCS/1436/11; ZANONI et al., 2014; TAFURT-
CADORNA et al., 2015).

2.7 Conclusdo

Em sintese, considerando as respostas morfoldgicas e comportamentais obtidas para
embrides e larvas de zebrafish, os estagios iniciais de vida mostraram ser um modelo relevante
para avaliar efeitos subletais de xenobiéticos. O teste FET apontou malformagfes no saco
vitelinico induzidas pelo Ery e BR51, enquanto o ensaio comportamental mostrou-se mais
sensivel, detectando comprometimento na natacdo locomotora em concentracBes sem
alteracdes morfologicas. No entanto, mostramos que o Ery pode ser facilmente fotodegradado

em um composto que ndo induz em nenhum efeito adverso significativo sobre os estagios

46



Capitulo 2. Zebrafish: desenvolvimento e comportamento

iniciais de vida do zebrafish nas condicGes testadas, enquanto a BR51 ndo se degrada apds a

exposicao a luz, sugerindo um potencial do Ery para aplica¢@es industriais como eco-friendly.
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3.1 Resumo

Os estagios iniciais da vida do zebrafish mostraram-se sensiveis a varios compostos quimicos
amplamente distribuidos no ambiente. No entanto, concentragdes ambientais de contaminantes
séo encontradas muitas vezes em niveis subletais, sendo necessarios métodos mais sensiveis
para determinar os efeitos toxicos subletais. O objetivo deste estudo foi utilizar biomarcadores
bioquimicos e de genotoxicidade para compreender os efeitos de estresse oxidativo
desencadeados por concentra¢Bes subletais do corante azo sintético Basic Red 51 (BR51), do
corante natural eritrostominona (Ery) e seu produto fotodegradado (EryD) em embrides de
zebrafish. Biomarcadores incluiram marcadores do sistema de desintoxicacdo e antioxidantes,
de danos oxidativos e danos no DNA. Os resultados mostraram efeitos pro-oxidantes atribuidos
a BR51 e Ery, evidenciado pelo aumento da atividade enzimatica da glutationa S-transferase
(GST), uma enzima de detoxificacdo da fase 1l do metabolismo relacionada a detoxificacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs). O BR51 também elevou a atividade da catalase (CAT),
uma enzima antioxidante, e os niveis da glutationa total (GSH + GSSG), proteinas importantes
que atuam no sistema de detoxificacdo e antioxidante. No entanto, ambos os corantes induziram
dano oxidativo evidenciado pelo aumento da peroxidacdo lipidica. Em contraste, quando o
corante natural foi fotodegradado, nenhum efeito significativo foi observado para todos os
biomarcadores avaliados. Os dados indicam que tais corantes sdo pré-oxidantes em
concentragcdes subletais, envolvendo predominantemente a GSH e/ou vias de enzimas
relacionadas. Os dados também indicam uma nova possibilidade para um corante eco-friendly
como alternativa para as industrias em relacdo aos tratamentos de efluentes, tornando-se mais
seguro para a salide ambiental 2

Palavras-chaves: Basic Red 51, eritrostominona, pro-oxidante, peroxidacdo lipidica.
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Fonte: Adaptado de Abe et al. (2017b). Copyright 2017 Taylor & Francis.

2 Os dados referentes a este capitulo (exceto dados de genotixicidade) foram publicados no periddico Journal
of Toxicology and Environmental Health, Part A (Anexo 1). Abe, F.R.; Gravato, C.; Soares, A.M.V.M.; Oliveira,
D.P. (2017b) Biochemical approaches to assess oxidative stress induced by exposure to natural and synthetic dyes
in early life stages in zebrafish. DOI: 10.1080/15287394.2017.1371091.
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3.2 Abstract

Zebrafish early life stages were found to be sensitive to several synthetic dyes widely used in
industries. However, as environmental concentrations of such contaminants are often at
sublethal levels, more sensitive methods are required to determine early-warning adverse
consequences. The aim of this study was to utilize a multibiomarker approach to examine
underlying oxidative stress mechanisms triggered by sublethal concentrations of synthetic azo
dye Basic Red 51 (BR51), the natural dye erythrostominone (Ery), and its light-degraded
product (EryD) using zebrafish embryos. Biochemical biomarkers included parameters of
detoxification and markers of antioxidant system, as well as oxidative damage. Results showed
prooxidant mechanisms attributed to BR51 and Ery as evidenced by increased glutathione S-
transferase (GST) activity, a phase 11 detoxification enzyme related to reactive oxygen species
detoxification. BR51 also elevated total glutathione (GSH+GSSG) levels and catalase activity.
However, both dyes induced oxidative damage as evidenced by elevated lipid peroxidation
content. In contrast, when the natural dye was photodegraded, no marked effects were observed
for all biomarkers assessed. Data indicate that such dyes are pro-oxidants at sublethal
concentrations, predominantly involving GSH and/or related enzymes pathway.

3.3 Intfrodugao

Biomarcadores bioquimicos sdo amplamente utilizados por ecotoxicologistas para
determinar efeitos adversos em niveis subindividuais, devido & elevada sensibilidade dos
indicadores (VAN BOXTEL et al. 2010; DOMINGUES et al., 2010; ZHANG et al., 2012;
OLIVEIRA et al. 2013; Pérez et al. 2013; ANDRADE et al., 2016). Avancos significativos ja
foram alcancados no estabelecimento de biomarcadores de estresse oxidativo aplicados a
organismos aquaticos expostos a uma variedade de poluentes quimicos (VAN DER OOST et
al., 2003; GRAVATO; GUILHERMINO, 2009; ZHANG et al., 2012; GRAVATO et al., 2014
KAUR e KAUR 2015; CAMPOS Jr. et al., 2016). Os processos de desintoxicacdo para
xenobidticos sdo conhecidos por modular as enzimas de estresse oxidativo devido a maior

geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ZHANG et al., 2012).

Neste contexto, a utilizacdo de biomarcadores para identificar corantes que exercem
efeitos adversos em organismos nédo-alvos é relevante para evitar consequéncias nocivas e sao
indicadores confiaveis para prever potenciais efeitos irreversiveis sobre as populagdes expostas.
O objetivo deste trabalho foi obter uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes as
respostas de estresse oxidativo desencadeadas por concentracdes subletais de corantes

sintéticos e naturais nos estadios iniciais da vida do zebrafish.
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3.4 Materiais e Métodos
3.4.1 Corantes em estudo

O corante sintético BR51 (2-(((4-dimethyllamino) phenyl) azo)-1,3-dimethyl-1H-
imidazolium chloride, CAS n.° 77061-58-6, MW: 279,6 g/mol, pureza 99%) (Figura 1A) foi
adquirido da LCW Import and Export Ltd (S&o Paulo, Brasil). O corante natural Ery (CAS n.°
26153-04-8, MW: 348,08 g/mol, pureza 85-92%) foi extraido de fungo endofitico cepa LCO1-
A (espécie em fase de identificacdo, cedida pela CCMA, EMBRAPA, Brasil), purificado e
caracterizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes do
Departamento de Quimica da FFCLRP, USP (Ribeirdo Preto, Brasil).

Solugdes estoques do BR51 foram diretamente preparadas em agua de osmose reversa, e
imediatamente diluidas na mesma agua antes do inicio dos testes. Solucdes estoques do Ery
foram preparadas em dimetil sulfoxido (DMSOQO) e diluidas em agua de osmose reversa (DMSO
0,01%, v/v) antes do inicio dos testes. Solu¢des do Ery degradado (EryD) foram preparadas
previamente a partir de solucdes testes do Ery (DMSO 0,01% em agua de osmose reversa, V/v),
expostas a luz branca constante (250 Ix, 36W) durante 7 dias, e imediatamente utilizadas nos
ensaios. Agua de osmose reversa e DMSO 0,01% em &gua de osmose reversa (v/v) foram

usados como controles negativos, e 3,4-dicloroanilina (DCA 2 mg/L) controle positivo.

3.4.2 Manutengao de zebrafish e obtengao dos ovos

Os ensaios foram realizados no Centro de Estudos do Ambiente e do Mar, Departamento
de Biologia da Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal). Culturas de zebrafish (linhagem AB)
do biotério local foram mantidas em aquarios de 3,5 L com densidade de 3-6 adultos/L, em
sistema de fluxo continuo equipado com filtro de carbono (ZebTec, Tecniplast, Italia) (Figura
15A), a pH 7,5 + 0,5, temperatura de 26 + 1°C, oxigénio dissolvido a 95% de saturacao,
condutividade de 750 = 50 uS/cm, e fotoperiodo de 16:8 h. Os organismos foram alimentados
duas vezes ao dia com ragdo comercial (ZM400 Granular).

Para a obtencdo dos ovos, fémeas e machos adultos (1:2) foram alocados separadamente
em aquario contendo diviséria transparente vazada, permitindo a troca de agua entre o0s
compartimentos (Figura 15B). Com o inicio do fotoperiodo na manha seguinte, a divisoria foi

retirada e os peixes desovaram por 1 h. Decorrido o tempo, os ovos foram coletados e lavados
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em agua autoclavada. Os ovos fertilizados em periodo de clivagem (4-64 células) (Figura 15C)
foram selecionados em estereomicroscépio (SMZ800, Nikon, Japdo) e utilizados nos ensaios
subsequentes, aleatoriamente designados aos tratamentos. Os embrides e larvas ndo receberam
alimentacdo exdgena durante os ensaios, uma vez que até 144 horas pos fertilizacao (hpf) ainda

se alimentam do vitelo.

3.4.3 Biomarcadores bioquimicos

Os ovos selecionados foram distribuidos em placas de Petri contendo 50 mL de solugédo
teste, sendo 25 ovos/placa e 6 placas/tratamento. Foram realizados os tratamentos dos controles
negativos, controle positivo e 4 concentracGes subletais do Ery e EryD e do BR51 (1,87; 3,75;
7,5 e 15 mg/L) (Figura 22). As placas foram mantidas a 26 + 1°C em sistema estatico e no
escuro para evitar a degradacdo dos corantes. Ao atingirem 96 hpf, 7 grupos contendo 19
embrides cada foram coletados por tratamento, totalizando 133 embrifes por tratamento
(n=7x19 embribes/tratamento). Durante a coleta, os grupos de embrides foram mantidos em

microtubos de 2 mL submersos em gelo e imediatamente armazenados a -80°C até as analises.

Figura 22. Exposicéo de embrides de zebrafish ao corante Basic Red 51 (BR51), durante 96 hpf. Da direita para
esquerda: controle negativo; 1,88; 3,75; 7,5 e 15 mg/L de BR51.

No momento das analises, as amostras foram homogeneizadas em 1600 pL de agua
ultrapura, utilizando homogeneizador ultra-sénico (Ystral GmbH D-7801 Dottingen,
Alemanha). Parte do homogenato foi separada em microtubos para analises de peroxidagédo
lipidica (LPO), contendo 4 pL de 2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) 4% em metanol (v/v),
para impedir a auto-oxidacéo lipidica. A amostra restante foi centrifugada (10.000 x g, 20 min,
4°C) (Eppendorf 5210F, Alemanha) para isolar a fragdo pés-mitocondrial, e separada em
microtubos para as andlises de catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa total
(GT) e determinagdo de proteinas. Todas as analises bioquimicas de cada repeticdo foram

52



Capitulo 3. Zebrafish: detoxificacédo e estresse oxidativo

determinadas em quadruplicatas a 25°C em leitor de microplacas (Multiskan Spectrum, Thermo
Scientific, EUA).

3.4.3.1 Glutationa-S-transferase (GST - EC 2.5.1.18)

A atividade da GST foi determinada de acordo com o método descrito por Habig et al.
(1974) adaptado para microplacas por Frasco e Guilhermino (2002), pela quantificacdo da
conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). O
homogenato foi adicionado a solugéo de reacdo contendo solugdo de GSH 10 mM em tampao
fosfato-potéssio 0,2 M (pH 6,5) (p/v), e CDNB 10mM em etanol (p/v). A atividade foi
monitorada continuamente a 340 nm durante 5 min e expressa em nmol/min/mg proteina,

utilizando o coeficiente de extin¢io molar de 9,6 x 10° Mcm™.

3.4.3.2 Catalase (CAT - EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada de acordo com o método descrito por Clairborne
(1985), medindo o declinio da absorbancia devido ao consumo do substrato H>O.. O
homogenato foi adicionado ao tampdo de reacdo contendo H202 0,03 M em tampéo fosfato-
potassio 0,05 M (pH 7,0) (v/v). A atividade foi monitorada continuamente a 240 nm durante 2
min e expressa em pmol/min/mg proteina, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 40 M~

Iem™,

3.4.3.3 Glutationa total (GT)

Os niveis de GT (soma dos niveis de glutationa reduzida - GSH e glutationa oxidada -
GSSG) foram determinados de acordo com Tietze (1969) e Baker et al. (1990), utilizando a
reacdo da GSH com o 5,5'-ditiobis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) na presenca de glutationa
redutase (GR) em excesso. O homogenato foi adicionado ao tampéo de reacdo contendo f-
nicotinamida adenina dinucleotideo 2'-fosfato reduzida (NADPH) 5 mg/mL em tampéao fosfato-
potassio-sodio 0,2 M (pH 8,0) (p/v), DTNB e hidrocarbonato de sédio em tampéo fosfato-
potassio-sodio 0,2 M (pH 8,0) (p/v), e GR 168 U/mg proteina em tampao fosfato-potassio-sddio
0,2 M (pH 8,0) (p/v). A absorbancia foi monitorada continuamente a 412 nm durante 3 min, e
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0s niveis foram expressos em pM/mg proteina, utilizando o coeficiente de extingdo molar de
14,1 x 103 Mcm™.

3.4.3.4 Peroxidacgao lipidica (LPO)

A LPO enddgena foi determinada de acordo com o método descrito por Ohkawa (1979)
e Bird e Draper (1984) adaptado por Filho et al. (2001) e Torres et al. (2002), pela mensuracéo
das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). A reacdo incluiu a mistura do
homogenato com a solucdo de acido tricloroacético (TCA) 100% em &gua ultrapura (p/v), &cido
2-tiobarbitarico (TBA) 0,73% em Tris-hidrocloreto (Tris-HCI) 60 mM com 4cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) 0,1 mM (p/v). A mistura de reacao foi incubada a 100°C
por 1 h protegida da luz, centrifugada (11.500 rpm, 5 min, 25°C) e imediatamente determinada
a 535 nm. A atividade foi expressa em TBARS em por embrido (nmol TBARS/embrido),
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 10° M*cm™.

3.4.3.5 Quantificagdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com o método descrito por
Bradford (1976) adaptado para microplacas por Guilhermino et al. (1996), usando a y-globulina

bovina como padrdo. As medidas foram realizadas espectrofotometricamente a 600 nm.

3.4.4 Genotoxicidade

A genotoxicidade foi determinada pelo ensaio do cometa, de acordo com Kosmehl et al.
(2008) adaptado. Os ovos selecionados foram distribuidos em placas para cultura celular de 6
pocos, contendo 10 mL de solucdo teste cada poco, sendo 5 ovos/poco e 4 pogos/tratamento.
Foram realizados os tratamentos dos controles negativos, controle positivo e 4 concentracfes
subletais do Ery e EryD e do BR51 (1,88; 3,75; 7,5 e 15 mg/L). As placas foram mantidas a 26
+ 1°C em sistema estatico e no escuro para evitar a degradacéo dos corantes. Ao atingirem 96
hpf, 20 embrides por tratamento foram coletados em microtubos de 1,5 mL e imediatamente

eutanaziados (aproximadamente 20 min a -20°C) para o ensaio do cometa. Os testes foram
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realizados em triplicatas independentes, e cada tratamento foi realizado com 1 repeticéo, sendo
20 organismos por repeticdo (n=3x20 embrides/tratamento).

Apds a eutanazia, os grupos de embrides foram ressuspendidos em 100 yL de tampéo
PBS e macerados com o auxilio de micropistilos de polipropileno, rotacionando levemente o
micropistilo no interior do microtubo. As células em suspenséo foram filtradas em cell strainer
(70 pm), centrifugadas por duas vezes (1.500 rpm, 10 e 7 min, 25°C) e ressuspendidas em 1 mL
de tamp&o PBS e 100 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (UltraPure™ Low Melting Point,
0,5% em agua ultrapura) a 37°C, respectivamente. A viabilidade celular dos tratamentos e dos
controles foi avaliada em 20 pL da suspensdo celular pelo método de exclusdo com o corante
Azul de Tripano (0,25% em tampdo PBS). Laminas previamente pre-gelatinadas com agarose
normal (UltraPure™ Agarose 1% em tampao PBS) receberam 75 pL da suspenséo celular. As
laminas foram cobertas com laminulas para a distribuicdo das células por toda a area laminar,
e foram mantidas a 4°C por 10 min. Apo6s o enrijecimento da agarose de baixo ponto de fus&o,
as laminulas foram removidas e as l[daminas foram incubadas em solucéo de lise (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM, DMSO 10% e Triton X-100 1%, pH 10) por 1,5 h a 4°C. Ap0s o
periodo, as laminas foram transferidas para cuba de eletroforese preenchida com tampéo de
eletroforese (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH > 13) e incubadas por 20 min para a
desnaturagcdo do DNA. A corrida eletroforética foi realizada na mesma solucéo, por 20 mina 1
V/cm e 310 mA. Ao terminar, as laminas foram incubadas em tampéo de neutralizagdo (Tris

0,4 M, pH 7,5) por 5 min, e desidratadas em etanol por 5 min.

As laminas foram coradas com brometo de etidio (20 pg/mL) e examinadas em
microscopio de fluorescéncia (Eclipse E-200, Nikon, Japdo) com filtro de excitagdo de 510-550
nm e filtro de barreira de 570 nm. Os danos no DNA foram quantificados como intensidade de
DNA na cauda (Tail Intensity), utilizando o software Comet IV (versdo 4.3, Perceptive
Instruments Ltda). Foram analisados 100 nucleos selecionados aleatoriamente de duas laminas

por tratamento.

3.4.5 Andlises estatisticas

Apos verificar a distribui¢do e variancia dos dados (normalidade e homocedasticidade)
com os testes de Shapiro-Wilk e Barlett, respectivamente, foi aplicada One-way ANOVA

seguida do teste de Dunnett (nivel de significancia de 5%) para verificar diferengas
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significativas entre as médias dos tratamentos e seus respectivos controles negativos, utilizando
o software Sigma Plot 12.5 (SysStat, San Jose, California, USA). No caso da normalidade e/ou
homocedasticidade falhar, os dados foram transformados (log10) para estabilizar as variancias.

Os valores de Concentracdo de Efeito Observado (CEO) também foram definidos.

3.5 Resultados
3.5.1 Enzimas antioxidantes e de detoxicagao

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estéo apresentados na Tabela 4. A atividade da GST aumentou
significativamente em embrides de zebrafish expostos ao BR51 (CEO=3,75 mg/L) e ao Ery
(CEO=7,5 mg/L) em 34% e 56%, respectivamente (Figura 23A, Tabela 4). Por outro lado, o
EryD ndo alterou a atividade da GST dos embriGes comparados ao controle (Figura 23A, Tabela
4). O BR51 também aumentou significativamente a atividade da CAT em 88% nos embrides
de zebrafish (CEO=3,75 mg/L) comparados aos controles (Figura 23B, Tabela 4). Por outro
lado, 0 Ery e 0 EryD ndo alteraram a atividade da CAT (Figura 23B, Tabela 4).

Figura 23. Niveis da atividade da (A) GST e (B) CAT em embrides de zebrafish com 96 hpf expostos ao Basic
Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) e eritrostominona fotodegradada (EryD). Valores representados por média
* erro padrdo (n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, diferenca significativa comparada ao controle.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017b). Copyright 2017 Taylor & Francis.
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Tabela 4. Valores das CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do Basic Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) e
eritrostominona degradada (EryD) (mg/L) para zebrafish com 96 hpf.

barAmetr CEO (mg/L) ANOVA

BR5L Ery EryD BR51 Ery EryD
GST 3,75 7,5 - Fa30=12,8; p<0,001 Fa.26=4,83; p=0,004 F4;30=3,91; p=0,077
CAT 3,75 - - Fa:30=4,19; p=0,009 F4,25=0,15; p=0,962 F4;30=0,94; p=0,455
GT 3,75 - - Fa:29=5,95; p=0,001 Fa:30=1,41; p=0,254 Fa;29=0,73; p=0,579
LPO 7,5 7,5 - Fa.26=4,54; p=0,006 F2;30=7,98; p<0,001 F4,29=0,13; p=0,969
Ensalodo _ o - Fa=170: p=0230  Fa10=0,43: p=0.784  Fa10=0,16: p=0,953

—nenhum efeito significativo; hpf: horas pos-fertilizacdo. GST: glutationa S-transferase, CAT: catalase, GT:
glutationa total, LPO: peroxidacéo lipidica. Adaptado de Abe et al. (2017b). Copyright 2017 Taylor & Francis.

3.5.2 Niveis de antioxidante ndo-enzimatico

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 4. Os niveis de GT (GSH + GSSG)
aumentaram significativamente em embrides de zebrafish expostos ao BR51 em 58%
(CEO=3,75 mg/L) (Figura 24, Tabela 4). Entretanto, o Ery e o EryD ndo alteraram os niveis de
GT em embrides de zebrafish comparados aos controles (Figura 24, Tabela 4).

Figura 24. Niveis da glutationa total (GT) em embrides de zebrafish com 96 hpf expostos ao Basic Red 51 (BR51),
eritrostominona (Ery) e eritrostominona fotodegradada (EryD). Valores representados por por média * erro padrao
(n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, diferenga significativa comparada ao controle.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017b). Copyright 2017 Taylor & Francis.
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3.5.3 Peroxidagao lipidica (LPO)

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 4. O BR51 aumentou
significativamente os niveis de LPO em 80% nos embribes de zebrafish expostos a 7,5 mg/L,
entretanto embrides expostos a 15 mg/L ndo foram alterados (Figura 25, Tabela 4). Por outro
lado, o Ery aumentou significativamente os niveis de LPO em aproximadamente 46% nos
embribes expostos a partir de 7,5 mg/L. Em contraste, 0 EryD ndo alterou o parametro analisado
comparado ao controle (Figura 25, Tabela 4).

Figura 25. Niveis da peroxidago lipidica (LPO) em embrides de zebrafish com 96 hpf expostos ao Basic Red 51
(BR51), eritrostominona (Ery) e eritrostominona fotodegradada (EryD). Valores representados por média + erro
padrdo (n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, diferenca significativa comparada ao controle.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017b). Copyright 2017 Taylor & Francis.

3.5.4 Genotoxicidade

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 4. O BR51, Ery e EryD nédo
induziram efeitos genotdxicos significativos em todos os tratamentos realizados, comparados
aos respectivos controles (Figura 26).
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Figura 26. Comparacao das médias de intensidade de DNA na cauda (Tail intensity) pelo ensaio do cometa
realizado em embrides de zebra com 96 hpf expostos ao (A) Basic Red 51 (BR51); (B) eritrostominona (Ery) e
(C) eritrostominona degradado (EryD).
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3.6 Discussao

Os efeitos adversos de corantes azo foram demonstrados por diversos autores em ensaios
in vitro utilizando células de mamiferos. O BR51, por exemplo, induz efeitos mutagénicos em
células humanas associados ao aumento na formacao de eletréfilos altamente reativos (SCCS,
2011) e e na producéo intracelular de EROs (ZANONI et al., 2014). Entretanto, estudos sobre
0 estresse oxidativo induzido em organismos aquaticos ndo-alvos sao escassos ou inexistentes.
Nossos estudos mostraram que os corantes BR51 e Ery alteram os sistemas de detoxificacao e
antioxidante de embrides de zebrafish. Ambos alteraram o equilibrio oxidativo, entretanto ndo

induziram danos genotdxicos.

Doses subletais do BR51 e Ery aumentaram a atividade da GST em embrides de zebrafish,
uma importante enzima de fase 11 do metabolismo de xenobidticos, fundamental para o sistema
de detoxificacdo e para outros mecanismos antioxidantes pela catalisacao de reacdes da GSH
(VAN DER OOST et al., 2003; TRACHOOTHAM et al., 2008). Estes resultados apontam a
atividade pro-oxidante do BR51 e Ery, e indicam que embriGes de zebrafish ja possuem
capacidade metabdlica, apesar das evidéncias de baixa sensibilidade de embribes de zebrafish
a compostos que requerem metabolizagdo para bioativacdo (KNOBEL et al., 2012). O BR51
também aumentou a atividade da CAT, aumentando a capacidade dos organismos em decompor
0 H>O2 possivelmente formado durante a dismutacdo do superoxido (TURRENS, 1997), e
aumentou nos niveis de glutationa, que desempenha um papel critico na detoxificacdo das EROs
como antioxidantes ou como substrato para outras enzimas antioxidantes. Os maiores niveis de
glutationa s&o relacionados a superproducdo de GSH, ciclicamente oxidada a GSSG e reduzida
a GSH novamente (VAN DER OOST et al., 2003).
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Diversos outros corantes azo induzem danos oxidativos em diferentes organismos néo-
alvos. O corante azo Disperse Red 1, por exemplo, elevou as defesas antioxidantes de cnidarios
de 4gua doce Hydra attenuata (JONG et al., 2016), e o Acid Black induziu estresse oxidativo
em peixes de agua doce Labeo rohita pelo aumento das atividades da GST e CAT (KAUR;
KAUR, 2015). Zebrafish adultos expostos a efluentes de indUstrias téxteis também aumentaram
a producéo de EROs e diminuiram as atividades da GST e da enzima antioxidante superdxido
dismutase, indicativos de danos oxidativos (ZHANG et al., 2012).

Apesar do Ery ndo aumentar os niveis de glutationa e a atividade antioxidante da CAT
nos organismos, ele também exerceu atividade pro-oxidante. Os efeitos pro-oxidantes e a
auséncia de alteracGes na glutationa e na CAT poderiam ser atribuidos a efeitos do corante que
possam ter dificultando a ativacao do sistema antioxidante. As quinonas sdo relacionadas tanto
ao aumento e quanto a diminuicdo na geracdo de EROs (OHSHIMA et al., 1998). Corantes
fendlicos de fontes naturais podem atuar na protecdo ao estresse oxidativo (KITTAKOOP et
al., 1999; ANANTHARAMAN et al., 2014; SILVA et al., 2014; BALDIN et al., 2016), ou
exercer ambos os efeitos pro-oxidantes e antioxidantes, evidenciado pela producao excessiva
de EROs e inducdo das atividades antioxidantes (LAUGHTON et al., 1989; OHSHIMA et al.
1998; LAMBERT; ELIAS, 2010). A exata relacdo entre os efeitos pré-oxidantes do Ery em
embrides de zebrafish e uma possivel atividade de protecdo ao estresse oxidativo requer outros
estudos que elucidem os mecanismos de atuac¢ao deste composto.

Os danos oxidativos induzidos pelo BR51 e Ery em embrides de zebrafish foram
relacionados aos elevados teores de peroxidacdo lipidica observados nos embrides expostos aos
corantes. Todavia, os danos oxidativos ndo foram associados a formacdo de adutos de DNA.
Os resultados mostraram que ambos 0s corantes afetaram o equilibrio oxidativo e induziram
danos na membrana fosfolipidica, associados a perda da permeabilidade e integridade das
membranas (VALAVANIDIS et al., 2006). Entretanto, na concentracdo mais elevada do BR51
houve uma reducdo na peroxidacao lipidica, o que também pode ser devido aos efeitos toxicos
do corante nessa dose ou talvez ao uso de uma via antioxidante alternativa, como as SODs,
diminuindo a toxicidade dose-dependente das EROs, ndo sendo possivel compreender se efeito

se trata de um efeito toxico do BR51 ou de recuperacao dos organismos.

Em contraste com os efeitos pré-oxidantes induzidos pelo BR51 e Ery em embrides de
zebrafish, o produto fotodegradado EryD ndo induziu qualquer alteracdo nos biomarcadores de

desintoxicagdo e antioxidantes, assim como na peroxidagéo lipidica, nas condigdes testadas.
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Estes resultados mostraram que a exposicao do Ery a luz formou um composto néo prejudicial
aos embrides e complementa nossos estudos prévios sobre a inativagdo do potencial do Ery em
induzir efeitos deletérios no desenvolvimento e comportamento de zebrafish apds a
fotodegradacdo (ABE et al.,, 2017a, apresentado no Capitulo 2). Conforme reportado
anteriormente, 0 BR51 ndo se degrada ap0s a exposi¢do a luz, enquanto que o Ery é facilmente
fotodegradavel (ABE et al., 2017a, apresentado no Capitulo 2). Sabe-se que os corantes azo
tém alta persisténcia devido a sua elevada estabilidade, e os tratamentos de efluentes contendo
corantes azo séo baseados em métodos laboriosos, tais como fotoeletrocataliticos, adsorventes
e processos de fenton-coagulacdo (SHARMA et al., 2011; FRAGA et al., 2013; ZHANG et al.,
2014). Assim, a degradagdo do Ery por um método econdmico e viavel de tratamento é um
importante resultado e mostra um método eficiente que decompde o Ery em um composto nao
prejudicial. Do ponto de vista ecoldgico, o tratamento eficiente de efluentes contendo este

corante em compostos ndo prejudiciais diminui o risco de intoxicagdo ambiental.

3.7 Conclusoes

Os biomarcadores utilizados no presente estudo foram eficazes para apontar os efeitos de
estresse oxidativo dos corantes nos estagios iniciais de vida do zebrafish. Em sintese, 0 BR51
e Ery séo corantes pro-oxidantes para embrides de zebrafish. Ambos aumentam a atividade da
enzima GST da fase Il do metabolismo, essencial para a detoxificacdo de EROs e reacdes de
conjugacao da glutationa (GSH). O BR51 também eleva a atividade da enzima antioxidante
CAT e os niveis da glutationa (GSH + GSSG), relacionada a conjugacdo de EROs ou eletrofilos
para diminuir os danos oxidativos. Entretanto, ambos 0s corantes induzem a peroxidacao
fosfolipidica, o que evidencia a condigdo de estresse oxidativo dos embrides. Por outro lado,
quando o Ery é fotodegradado, ele perde o potencial pré-oxidante da estrutura quimica original
e torna-se nao prejudicial aos embrides. Por fim, o Ery oferece uma nova possibilidade como
corante eco-friendly para aplicagdo industrial em alternativa aos sintéticos, destacado pela
reducdo da toxicidade por fotodegradacéo facilmente realizada, com as vantagens de facilidade

e baixo custo quanto ao tratamento de efluentes industriais.
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ABSTRACT

Zebrafish early life stages were found to be sensitive to several synthetic dyes widely used in industries.
However, as environmental concentrations of such contaminants are often at sublethal levels, more
sensitive methods are required to determine early-warning adverse consequences. The aim of this
study was to utilize a multibiomarker approach to examine underlying oxidative stress mechanisms
triggered by sublethal concentrations of synthetic azo dye Basic Red 51 (BR51), the natural dye
erythrostominone (ERY), and its light-degraded product using zebrafish embryos. Biochemical
biomarkers included parameters of detoxifica- tion and markers of antioxidant system, as well as
oxidative damage. Results showed pro- oxidant mechanisms attributed to BR51 and ERY as evidenced
by increased glutathione S-transferase (GST) activity, a phase Il detoxification enzyme related to
reactive oxygen species detoxification. BR51 also elevated total glutathione (GSH+GSSG) levels and
catalase activity. However, both dyes induced oxidative damage as evidenced by elevated lipid
peroxidation content. In contrast, when the natural dye was photodegraded, no marked effects
were observed for all biomarkers assessed. Data indicate that such dyes are pro-oxidants at
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sublethal concentrations, predominantly involving GSH and/or related enzymes pathway.

Introduction

Zebrafish (Danio rerio) early life stages have been
used in ecotoxicology as alternative models for con-
ventional acute fish toxicity assays (Carlsson et al.
2014; Lyche etal. 2016). Early life stages of fish feed
endogenously via yolk supply and thus are not sub-
jected to regulations for animal experimentation (EC
Directive 2010/63/EU). Further, zebrafish exhibit a
well-characterized early development (Braunbeck et
al. 2005; Embry et al. 2010; Lammer et al. 2009;
Scholz et al. 2008; Strahle et al. 2012), affirming this
species as a sensitive organism, as well as reliably
reflecting acute fish test results (Braunbeck et al.
2005; Knobel et al. 2012). Previously, many studies
used zebrafish early life stages to examine the toxicity
of pollutants and emergent contaminants (Andrade et
al. 2016; Cunha et al. 2017; Henriques et al. 2015;
Liu et al. 2007; Lyche et al. 2016; Nourizadeh-
Lillabadi et al. 2009; Oliveira et al. 2016; Rocha et
al. 2017; Zhu et al. 2012).

The aquatic environment is the major target of
contaminants from industrial effluents. It is known
that textile industries release approximately 15-
50% of the total amount of dyes used during
manufacturing into the aquatic environment
(Nojavan et al. 2013), and concentrations may be
detected from traces (pg/L) up to 500 mg/L,
depending upon the dyes and processes used
(Nojavan et al. 2013; O’Neill et al. 1999). Thus,
hazardous wastes from industries, including tex-
tile, cosmetic, pharmaceutical, and food, are regu-
lated by the European Union (EU), which
established restriction of chemicals released into
aquatic ecosystems (EC1907/2006) and penalties to
infringements on disposal of dangerous wastes (EU
Directive 2000/532/EC; EU Directive 2008/98/ EC;
EU Directive 2014/955/EC). However, several
carcinogenic and mutagenic dyes are still used by
industries (Chequer et al. 2011; Leme et al. 2015;
Reid et al. 1984; Rocha et al. 2017). The synthetic
azo dye Basic Red 51 (BR51) is currently applied in
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4.1 Resumo

Os corantes sdo amplamente distribuidos por todo o mundo, no entanto, suas respectivas
toxicidades permanecem mal compreendidas, o que gera preocupag¢ées como contaminantes do
ambiente aquatico por efluentes urbanos e industriais. O presente trabalho foi delineado para
avaliar os efeitos toxicos induzidos pelo corante sintético azo Basic Red 51 (BR51) e pelo
corante natural eritrostominona (Ery) nos estagios iniciais de vida do zebrafish (Danio rerio)
em diferentes niveis de organizacéo bioldgica, ou seja, estudar como mudancas nos parametros
bioquimicos de importantes funcbes fisioldgicas (neurotransmissdo e alocacdo de energia
celular) estdo associadas a altera¢cdes no comportamento (atividade de natacdo). Também foram
avaliados os efeitos toxicos do Ery apds a sua fotodegradacdo, que resulta em um produto
incolor (EryD). Os resultados mostraram que os embrides de zebrafish expostos a BR51 e Ery
consumiram menos energia, apesar dos niveis inalterados de energia disponivel (carboidratos,
lipidios e proteinas). Portanto, a alocagdo de energia celular aumentou significativamente. Além
disso, o Ery também diminuiu a atividade da enzima acetilcolinesterase. Apesar disso, as larvas
de zebrafish expostas a ambos 0s corantes permaneceram menos ativas. Em contraste, o EryD
ndo alterou nenhum dos parametros analisados. Estes resultados indicam uma associacéo entre
um menor consumo de energia e a diminuicdo da atividade de natagdo como resultado de uma
condicdo de estresse, independentemente da neurotoxicidade dos corantes. A degradacdo do
Ery pela luz mostrou-se eficiente para impedir os efeitos toxicos anteriormente observados,
sugeringo um tratamento alternativo barato, rapido e facil de efluentes contendo este corante
natural.

Palavras-chaves: Basic Red 51, eritrostominona, energia disponivel, energia consumida.
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Fonte: Adaptado de Abe et al. (2017c). Copyright 2017 Elsevier Ltd.

3 Os dados deste capitulo foram submetidos ao periddico Environmental Pollution, e esta em fase final de
correcdo (Anexo 1). Assim, esperamos em breve ter o aceite para publicacdo. Abe, F.R.; Soares, AM.V.M.;
Oliveira, D.P.; Gravato, C. (2017c) Toxicity of dyes to zebrafish at the biochemical level: cellular energy allocation
and neurotoxicity.
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4.2 Abstract

Dyes are widely distributed worldwide, and can be found in wastewaters resulting from
industrial or urban effluents. They are of particular concern as contaminants of the aquatic
environment, since their toxicity remain poorly understood. Thus, the current study was
designed to assess the effects induced by the synthetic azo dye Basic Red 51 (BR51) and by the
natural naphthoquinone dye erythrostominone (Ery) on zebrafish early life stages (Danio rerio)
at different biological organization levels, i.e., studying how changes in biochemical parameters
of important physiological functions (neurotransmission and cellular energy allocation) may be
associated with behavior alterations (swimming activity). This approach was also used to assess
the effects of Ery after its photodegradation resulting in a colorless product(s) (EryD). Results
showed that zebrafish embryos exposed to BR51 and Ery consumed less energy, despite the
unaltered levels of available energy (carbohydrates, lipids and proteins). Hence, cellular energy
allocation was significantly increased. On the other hand, only Ery decreased the
acetylcholinesterase activity. Despite that, zebrafish larvae exposed to both dyes were less
active. In contrast, EryD did not affect any parameter measured. These results indicate an
association between a decrease consumption of energy and decrease swimming activity
resulting from an environmental stress condition. Degradation of Ery by light prevented all
toxic effects previously observed, suggesting a cheap, fast and easy alternative treatment of
effluents containing this natural dye.

4.3 Intfrodugao

As concentracfes de corantes no ambiente sdo muitas vezes encontradas em niveis
subletais, e o desenvolvimento de ferramentas mais sensiveis € essencial para fornecer respostas
mais proximas de um cenario realista. Os biomarcadores de balanco energético sao importantes
indicadores de respostas relacionadas a estressores quimicos, uma vez que 0S estressores
induzem o sistema de detoxificacdo, de elevado custo energético (SOKOLOVA et al., 2012).
Consequentemente, a alocacdo de energia para outros processos fisioldgicos pode ser diminuida
ou comprometida (DE COEN; JANSSEN 1997; SMOLDERS et al., 2003; VASSEUR;
COSSU-LEGUILLE 2003; SMOLDERS et al., 2004; LAM 2009).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do BR51 e Ery, e de seu produto
de fotodegradacao (EryD), no balango energético de embrides de zebrafish (Danio rerio). Para
isso, foram avaliadas a energia disponivel (Ea), pela determinag&o dos lipidios, carboidratos e
proteinas totais, e a energia consumida (Ec), pela atividade do sistema de transporte de elétrons
mitocondrial (ETS). O metabolismo anaerdbico foi determinado pela atividade da lactato
desidrogenase (LDH). Também foram determinadas a atividade colinérgica pela atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE), e 0 comportamento dos organismos, monitorado durante 50

min para avaliar a atividade de natacg&o.
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4.4 Materiais e Métodos
4.4.1 Corantes em estudo

O corante sintético BR51 (2-(((4-dimethyllamino) phenyl) azo)-1,3-dimethyl-1H-
imidazolium chloride, CAS n.° 77061-58-6, MW: 279,6 g/mol, pureza 99%) (Figura 1A) foi
adquirido da LCW Import and Export Ltd (S&o Paulo, Brasil). O corante natural Ery (CAS n.°
26153-04-8, MW: 348,08 g/mol, pureza 85-92%) foi extraido de fungo endofitico cepa LCO1-
A (espécie em fase de identificacdo, cedida pela CCMA, EMBRAPA, Brasil), purificado e
caracterizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes do
Departamento de Quimica da FFCLRP, USP (Ribeirdo Preto, Brasil).

Solucdes estoques do BR51 foram diretamente preparadas em agua de osmose reversa,
e diluidas na mesma agua imediatamente antes do inicio dos testes. Solugbes estogques do Ery
foram preparadas em dimetil sulfoxido (DMSO) e diluidas em agua de osmose reversa (DMSO
0,01%, v/v) imediatamente antes do inicio dos testes. Solugdes do Ery degradado (EryD) foram
preparadas previamente a partir de solucdes testes do Ery (DMSO 0,01% em agua de osmose
reversa, v/v), expostas a luz branca constante (250 Ix, 36W) durante 7 dias, e imediatamente
utilizadas nos ensaios. Agua de osmose reversa e DMSO 0,01% em &gua de osmose reversa
(v/v) foram usados como controles negativos, e 3,4-dicloroanilina (DCA 2 mg/L) como

controle positivo.

4.4.2 Manutengado de zebrafish e obtengdo dos ovos

Os ensaios foram realizados no Centro de Estudos do Ambiente e do Mar, Departamento
de Biologia da Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal). Culturas de zebrafish (linhagem AB)
do biotério local foram mantidas em aquarios de 3,5 L com densidade de 3-6 adultos/L, em
sistema de fluxo continuo equipado com filtro de carbono (ZebTec, Tecniplast, Italia) (Figura
15A), a pH 7,5 + 0,5, temperatura de 26 + 1°C, oxigénio dissolvido a 95% de saturacao,
condutividade de 750 = 50 uS/cm, e fotoperiodo de 16:8 h. Os organismos foram alimentados
duas vezes ao dia com ragdo comercial (ZM400 Granular).

Para a obtencéo dos ovos, fémeas e machos adultos (1:2) foram alocados separadamente
em aquario contendo divisOria transparente vazada, permitindo a troca de agua entre 0s

compartimentos (Figura 15B). Com o inicio do fotoperiodo na manha seguinte, a divisoria foi
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retirada e os peixes desovaram por 1 h. Decorrido o tempo, os ovos foram coletados e lavados
em agua autoclavada. Os ovos fertilizados em periodo de clivagem (4-64 células) (Figura 15C)
foram selecionados em estereomicroscépio (SMZ800, Nikon, Japdo) e utilizados nos ensaios
subsequentes, aleatoriamente designados aos tratamentos. Os embrides e larvas ndo receberam
alimentacdo exdgena durante os ensaios, uma vez que até 144 horas pds fertilizacao (hpf) ainda

se alimentam do vitelo.

4.4.3 Biomarcadores Bioquimicos

Os ovos selecionados foram distribuidos em placas de Petri contendo 50 mL de solugédo
teste, sendo 25 ovos/placa e 6 placas/tratamento. Foram realizados os tratamentos dos controles
negativos, controle positivo e 4 concentrac@es subletais do Ery e EryD e do BR51 (1,87; 3,75;
7,5 e 15 mg/L) (Figura 22). As placas foram mantidas a 26 + 1°C em sistema estatico e no
escuro para evitar a degradacdo dos corantes. Ao atingirem 96 hpf, 7 grupos contendo 19
embrides cada foram coletados por tratamento, totalizando 133 embrifes por tratamento
(n=7x19 embribes/tratamento). Durante a coleta, os grupos de embriGes foram mantidos em

microtubos de 2 mL submersos em gelo e imediatamente armazenados a -80°C até as analises.

No momento das analises, as amostras foram homogeneizadas em 1600 pL de agua
ultrapura, utilizando homogeneizador ultra-sénico (Ystral GmbH D-7801 Dottingen,
Alemanha). Parte do homogenato foi aliquotada em microtubos com 150 pL de tampéo de
homogeneizacéo (Tris-(hidroximetil)-aminometano, polivinilpirrolidona, sulfato de magnésio,
Triton X-100, pH 8,5) e centrifugada (1.000 x g, 10 min, 4°C) (Eppendorf 5210F, Alemanha).
O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para analises de sistema transportador
de elétrons (ETS). Parte do homogenato também foi aliquotada em microtubos para lipidios,
carboidratos e proteinas de reserva, e o restante da amostra foi centrifugada (10.000 x g, 20
min, 4°C) (Eppendorf 5210F, Alemanha) para isolar a fragdo pds-mitocondrial, e aliquotada em
microtubos para as analises de AChE, LDH e determinagdo de proteinas. Todas as analises
bioquimicas de cada repeticdo foram determinadas em quadruplicatas a 25°C em leitor de

microplacas (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific, EUA).
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4.4.3.1 Energia disponivel (Ed)

Para a quantificacdo de lipidios, 0 homogenato foi adicionado a cloroférmio (CHCIs
concentrado), metanol (CH3OH concentrado) e agua ultrapura, e centrifugado (1.000 x g, 5
min, 25°C) (Eppendorf 5210F, Alemanha). A fase orgénica foi transferida para um novo
microtubo, tratada com H>SOs concentrado e incubada por 15 min a 200°C, seguida do

resfriamento e da leitura espectrofotométrica a 375 nm, usando tripalmitina como padrao.

Para a quantificacdo dos carboidratos e proteinas totais, 0 homogenato foi pré-tratado com
acido tricloroacético (TCA) 15%, incubado por 10 min a -20°C, e centrifugado (1.000 x g, 10
min, 4°C) (Eppendorf 5210F, Alemanha). O sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio
de vidro para a determinacdo dos carboidratos e o pellet foi ressuspendido em NaOH 1N,
incubado por 30 min a 60°C, e neutralizado com HCI 1,67 M para a determinacéo das proteinas.
No homogenato dos carboidratos totais, foram adicionados fenol 5% e H>SOs concentrado,
seguido de incubacdo por 30 min a 25°C, e determinacdo da absorbancia a 492 nm, usando
glucose como padrdo. No homogenato das proteinas totais, foi adicionado o reagente de
Bradford (método de Bradford), seguido de incubacdo por 30 min a 25°C, e determinacdo da

absorbancia a 595 nm, utilizando y-globulina bovina como padréo.

As reversas energéticas foram estimadas pela soma dos contetdos totais de lipidios,
carboidratos e proteinas, transformando-os em equivalentes energéticos por entalpia de
combustdo (39,5 kJ/g para lipidios, 17,5 kJ/g para carboidratos e 24 kJ/g para proteinas), de
acordo com o método descrito por De Coen e Janssen (1997). Os resultados foram expressos

em mJ/embrido.

4.4.3.2 Energia consumida (Ec)

A atividade do ETS foi determinada de acordo com o método descrito por De Coen e
Janssen (1997), monitorando as atividades das macroenzimas do ETS. Foi adicionado ao
homogenato tampdo de homogeneizagdo, solugcédo tamponada do substrato B-nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzido (NADH) e B-nicotinamida adenina dinucleotideo 2'-fosfato
reduzida (NADPH) (Tris, Triton X-100, pH 8,5), e solucéo de cloreto de iodonitrotetrazolio
(INT) em &gua ultrapura. A atividade foi monitorada a 490 nm durante 3 min, utilizando o

coeficiente de extingdo molar de 1,59 x 10* Mt cm™,
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A taxa de oxigénio celular consumido foi determinada usando a relacdo de
estequiometria (2 pmol INT-formazan formado para 1 pmol oxigénio consumido). A
quantidade de oxigénio consumido foi calculada pela equagdo de Lambert-Beer: A=¢ x1x ¢
(A=absorbancia; ¢ para INT-formazan=15.900/Me+cm; 1=0,9 cm; c=oxigénio consumido em M),
e transformado em equivalentes energéticos usando 0s equivalentes de oxientalpia para as
misturas médias de lipidio, carboidratos e proteinas (480 kJ/mol Oz). A atividade foi expressa

em mJ/org/hora.

4.4.3.3 Alocacao de energia celular (AEC)

A alocacdo de energia celular (AEC) consiste da relacdo entre as reservas energéticas e
consumo de energia, e foi calculada de acordo com o método descrito por Verslycke et al.
(2003), utilizando a formula: AEC = Ed / Ec. Os valores finais de AEC foram expressos em
mJ/org.

4.4.3.4 Lactato desidrogenase (LDH - EC 1.1.1.27)

A atividade da LDH foi determinada de acordo com o método descrito por Vassault
(1983) adaptado para microplacas por Diamantino et al. (2001), medindo o declinio na
absorbancia devido a oxidacdo do NADH pelo consumo de piruvato. O homogenato foi
adicionado ao tampéo de reacdo Tris/NaCI/NADH (pH 7,2; 25°C), seguido da adi¢do do tampé&o
de reacdo Tris/NaCl/piruvato (pH 7,2; 4°C). Imediatamente apds a adicdo dos tampdes de
reacdo, a atividade foi monitorada continuamente durante 5 min a 340 nm e expressa em

nmol/min/mg proteina, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 6,3 mM™ cm™.

4.4.3.5 Acetilcolinesterase (AChE - EC 3.1.1.7)

A atividade da AChE foi determinada de acordo com o método descrito por Ellman et al.
(1961) adaptado para microplacas por Frasco e Guilhermino (2002), baseado na velocidade da
producdo de tiocolina pela hidrélise do substrato acetiltiocolina. O homogenato foi adicionado
a solucéo de reacdo contendo tampao fosfato-potassio 0,1 M (pH 7,2), solugdo de acetiltiocolina
0,075 M em 4agua ultrapura, e solucdo de 5,5'-ditiobis(2-a4cido nitrobenzoico) (DTNB) e
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NaHCOs em tampdo fosfato-potédssio 0,1 M (pH 7,2). A atividade foi monitorada
continuamente durante 5 min a 414 nm e expressa em nmol/min/mg proteina, utilizando o

coeficiente de extingdo molar de 13,6 x 10° Mt cm™.

4.4.3.6 Quantificagdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com o meétodo descrito por
Bradford (1976) adaptado para microplacas por Guilhermino et al. (1996), usando a y-globulina
bovina como padréo. As medidas foram realizadas espectrofotometricamente a 600 nm.

4.4.4 Ensaio de comportamento

O comportamento de zebrafish foi monitorado de acordo com os procedimentos
previamente descritos por Macphail et al. (2009), Padilla et al. (2011) e Henriques et al. (2015).
Ovos fertilizados foram distribuidos em placas de Petri contendo 50 mL de solucdo teste, sendo
10 ovos/placa e 3 placas/tratamento. Foram realizados os tratamentos dos controles negativos
e 4 concentracdes subletais do Ery, EryD e BR51 (1,88; 3,75; 7,5 e 15 mg/L). As placas foram
mantidas a 26 + 1°C, em sistema estatico e no escuro para evitar a degradacéo dos corantes. Ao
completar 144 hpf, quando as larvas ja possuem bexiga natatoria inflada, 20 larvas por
tratamento foram individualmente transferidas para placas para cultura celular de 96 pocos
(n=20 larvas/tratamento) contendo 200 pL de solucéo teste (Figura 17), definindo as dimensdes
da éarea experimental em 6,5 mm (didmetro do poco) x 5,5 mm (altura atingida pela solucéo
teste no pogo). O rastreamento da locomocéo foi realizado sempre no mesmo periodo do dia (1
p.m.), utilizando o sistema de rastreamento de video ZebraBox e ZebralLab software (ViewPoint

Life Science, Lyon, Franca).

Os 10 min iniciais de rastreamento foram realizados no escuro como periodo de
aclimatagdo para minimizar distdrbios causados na transferéncia das larvas. Decorrido 0
periodo, foram gravados 4 ciclos consecutivos de 10 min cada, alternando claro e escuro, sendo
utilizado iluminagéo LED para os ciclos no claro e luz infravermelha para os ciclos no escuro.
Foi utilizado fundo transparente com limite de deteccdo de 25 frames por segundo para a
deteccdo das larvas, e a distancia minima de 0,5 mm foi definida como “inativo” para evitar

rastreamento de ruido do sistema. Os dados foram automaticamente amostrados a cada 60
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segundos (periodo de integracdo), com a obtencdo do numero de eventos que as larvas
permaneceram ativas (numero de atividades). Ao final do teste, as larvas foram analisadas em
estereomicroscopio (SMZ800, Nikon, Japdo) para verificar a inflacdo da bexiga natatoria, uma

vez que a ndo inflacdo pode prejudicar a natacdo (STRAHLE et al., 2012).

4.4.5 Andlises Estatisticas

Apos verificar a distribuicdo e variancia dos dados do FET e do ensaio de comportamento
de zebrafish (normalidade e homocedasticidade) com os testes de Shapiro-Wilk e Barlett,
respectivamente, foi aplicada One-way ANOVA seguida do teste de Dunnett (nivel de
significancia de 5%) para verificar diferencas significativas entre as médias dos tratamentos e
seus respectivos controles negativos, utilizando o software Sigma Plot 12.5 (SysStat, San Jose,
California, USA). Os valores de Concentracdo de Efeito Observado (CEQ) também foram
definidos.

4.5 Resultados
4.5.1 Energia disponivel, energia consumida, alocagdo de energia celular

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 5. Os resultados mostraram que
os lipidios foram a fonte predominante de energia das reservas (88-90%), sequido pelos
carboidratos (6-9%) e proteinas (2,5-4,5%). Ambos os corantes BR51 e Ery e o degradado EryD
néo alteraram significativamente os componentes da Ea, comparados aos respectivos controles
(Tabela 5 e Tabela 6). Entretanto, os embriGes de zebrafish expostos ao BR51 e ao Ery
consumiram significativamente menos energia em concentragdes a partir de 7,5 mg/L,
comparados aos respectivos controles, enquanto embrides expostos ao EryD nédo apresentaram
alteracdes significativas (Figura 27A, Tabela 5). Desta forma, diferencas significativas foram

encontradas na AEC apenas em embrides expostos ao BR51 e Ery (Figura 27B, Tabela 5).
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Tabela 5. Valores das CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do Basic Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) e
eritrostominona degradada (EryD) (mg/L) para o balanco energético e biomarcadores LDH e AChE de zebrafish
com 96 hpf.

N CEO (mg/L) ANOVA
BR51 Ery EryD BR51 Ery EryD

Ed - - - Fuzs=0,71; p=0,591  Fupe=1,44; p=0,246  F425=0,49; p=0,741
Lipidio - - - Fu30=0,74: p=0,574  F43=1,39; p=0,262  F4:50=0,56; p=0,695
Carboidrato - - - Fu2s=1,02; p=0,415  F426=0,42; p=0,790  F4.=0,12; p=0,976
Proteina - - - Fu20=2,63; p=0,055  F426=0,74: p=0,572  F4.r=1,42; p=0,253
Ec 75 75 - Fi20=3,96: p=0,011  F420=23,7; p<0,001  F420=0,75; p=0,564
AEC 75 15 - Fu2s=2,44; p=0,034  Fy20=14,4; p<0,001  F42,=0,44; p=0,776
LDH - - - Fu2=3,01; p=0,055  F427=0,67; p=0,616  F420=0,62; p=0,655
AChE - 15 - Faa0=1,15; p=0,351  F42=8,79; p<0,001  F430=1,99; p=0,121

—nenhum efeito significativo; hpf: horas pés-fertilizagdo. Ed: energia disponivel, Ec: energia consumida, AEC:
alocacdo de energia celular, LDH: lactato desidrogenase, AChE: acetilcolinesterase.

Tabela 6. Efeitos do Basic Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) e eritrostominona degradada (EryD) sobre a
energia disponivel (Ed) de embrides de zebrafish com 96 hpf. VValores representados por média + erro padrdo (n=7

grupos com 19 embrides cada).

Tratamentos — FIEEES Qa Ed (%) = Edtotal
Lipidios Carboidratos Proteinas (mJ/embrizo)
BR51
0 89,8+0,5 6,1+0,4 41+0,1 677,6%+252
1,88 88,6 +0,7 7,0+£0,6 44+02 7221%217
3,75 89,8+0,4 6,5+£0,5 38+03 718,8+10,6
7,5 90,4+0,2 58+0,3 3,7+0,2 709,3%+20,1
15 89,3+1,0 6,9+0,7 38+03 711,1+105
Ery
0 88,8+0,8 8,5+0,6 26+05 8585+19,7
1,88 88,3+0,8 8,2+0,7 35+0,2 773,1+184
3,75 88,6 +0,9 8,7+0,9 26+02 839,1+31,2
7,5 885+1,3 84+1,1 3,1+03 798,8+32,1
15 896+12 76+1,1 29+03 806,6+36,0
EryD
0 89,0+0,7 75+0,6 35+0,1 7643%+154
1,88 88,9+0,8 7,1+£0,9 3,9+0,2 766,5+29,6
3,75 89,9+0,3 6,7+0,3 34+02 803,1%+192
7,5 89411 70+£1,0 35+03 758,9%+299
15 89,1+05 6,9+0,6 3,9+0,1 778,2+16,6

Fonte: adaptado de Abe et al. (2017c).
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Figura 27. Niveis da (A) energia total consumida (Ec) e (B) alocagdo de energia celular (AEC) em embrides de
zebrafish expostos ao Basic Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) e eritrostominona fotodegradada (EryD)
durante 96 hpf. Valores representados por média * erro padrdo (n=7 grupos com 19 embrides cada). *Teste de
Dunnett p<0,05, diferenca significativa comparada ao controle.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017c).

4.5.2 Lactato desidrogenase (LDH)

Os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish expostos ao Ery, EryD e BR51
estdo apresentados na Tabela 5. Os resultados mostraram que a atividade da LDH néo foi
significativamente alterada em embrides de zebrafish expostos ao BR51, Ery e EryD,

comparados aos respectivos controles (Figura 28, Tabela 5).

Figura 28. Niveis da atividade da LDH em embrides de zebrafish com 96 hpf expostos ao Basic Red 51 (BR51),
eritrostominona (Ery) e eritrostominona fotodegradada (EryD). Valores representados por média + erro padrao
(n=20).
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017c).
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4.5.3 Acetilcolinesterase (AChE)

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 5. Os resultados mostraram que
houve uma diminuicdo significativa na atividade da AChE em embrides de zebrafish expostos
somente a 15 mg/L do Ery. Nao houve diferencas significativas em embrides expostos ao BR51

e ao EryD, comparados aos respectivos controles (Figura 29, Tabela 5).

Figura 29. Niveis da atividade da AChE em embrifes de zebrafish com 96 hpf expostos ao Basic Red 51 (BR51),
eritrostominona (Ery) e eritrostominona fotodegradada (EryD). Valores representados por média + erro padrao
(n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, diferenga significativa comparada ao controle.
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Fonte: adaptado de Abe et al. (2017c).

4.5.4 Atividade locomotora

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para embrides de zebrafish
expostos ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 7. As larvas de zebrafish
mostraram uma diminuicdo no padrdo de atividades durante os ciclos no escuro comparados
aos ciclos no claro. Diferencas significativas nas atividades dos embrides expostos ao BR51 e
Ery ocorreram nos dois ciclos de claro, entretanto durante os ciclos do escuro, as diferencas
foram estatisticamente mais significativas no segundo ciclo e, portanto, apenas os resultados
relacionados aos segundos ciclos de claro e escuro foram apresentados (Figura 30). O BR51 e
Ery diminuiram significativamente a atividade locomotora das larvas comparados aos
controles. O BR51 diminuiu a atividade das larvas durante os ciclos de claro e escuro (Figura
30A, Tabela 7). Ja o Ery diminuiu a atividade das larvas somente durante o ciclo do escuro,

sem alteracdes durante o ciclo do claro (Figura 30B, Tabela 7). Em contraste, as larvas expostas
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ao EryD ndo apresentaram alteracdes na atividade locomotora comparadas ao controle (Figura
30C, Tabela 7).

Tabela 7. Valores das CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do Basic Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) e
eritrostominona degradada (EryD) (mg/L) para o comportamento de zebrafish com 144 hpf.

Atividade BR51 Ery EryD
locomotora CEO ANOVA CEO ANOVA ANOVA

Claro 75  Fuus=56 p=0,0295 - F445=0,7 p=0,6033 Fua=1,9 p=0,6610
Escuro 3,75 F(4;45):7,7 p:0,000Z 7,5 F(4;45):21 p<0,0001 F(4;45):1,0 p:O,4452

—nenhum efeito significativo.

Figura 30. Atividade locomotora de larvas de zebrafish com 144 hpf expostas aos corantes (A) Basic Red 51
(BR51), (B) eritrostominona (Ery) e (C) seu fotodegradado (EryD). Valores representados por média de larvas
(n=20) por minuto. Cada ciclo de 10 min esta representado por barras pretas (ciclo no escuro) e brancas (ciclo no
claro).
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4.6 Discussao

O uso do balanc¢o energético como indicador de estresse ambiental tem ganhado atencéo
devido as relagBes entre contaminantes, alocagdes energéticas e deficiéncias fisioldgicas que
refletem na saude dos organismos expostos (VERSLYCKE et al., 2003; SMOLDERS et al.,
2004; MOOLMAN et al., 2007). Nossos resultados mostraram que ambos os corantes BR51 e

Ery diminuiram o consumo energético e a atividade locomotora de embribes de zebrafish.

As principais reservas energéticas de embrides de zebrafish foram os lipidios (cerca de
89%), seguido pelos carboidratos (cerca de 7,5%) e proteinas (cerca de 3,5%). Contrariamente
aos embribes, em zebrafish adultos as proteinas representam o maior contetido energético,
considerando a massa corpérea total (SMOLDERS et al., 2003). Esta divergéncia entre adultos
e 0s estagios iniciais de vida e se deve a elevada quantidade de lipidios presentes no vitelo dos
embrides (FRAHER et al., 2016), que diminui ao longo da nutricdo enddgena, enguanto a
sintese de proteinas aumenta com o crescimento dos organismos (HACHICHO et al., 2015).
Dentre as fontes energéticas, os lipidios representam a primeira fonte mobilizada quando
organismos sao expostos a xenobidticos (DE COEN; JANSSEN, 1997) e, juntamente com 0s
carboidratos, sdo rapidamente mobilizados para suprimir uma demanda de energia
(SMOLDERS et al., 2003), enquanto as proteinas sdo mobilizadas apenas em condi¢des severas
(MCKEE; KNOWLES, 1986). No entanto, 0 BR51 e Ery ndo induziram nenhum efeito adverso
significativo nas fontes energéticas de embrides de zebrafish. Como previamente discutido por
Smolders et al. (2003), o estresse ambiental inicia ajustes compensatérios no metabolismo
energético dos organismos para a manutencdo da homeostase fisiologica, entretanto o0s
xenobidticos sdo capazes de alterar as fontes energéticas de zebrafish adultos somente apds
periodos longos de exposicao, assim como de outros organismos aquéaticos (SMOLDERS et al.,
2004; MOOLMAN et al., 2007). Estes trabalhos mostram que os contetdos energéticos podem

ndo ser alterados pela exposicdo aguda, mas apds exposicdes prolongadas.

Em relagdo ao consumo energetico, 0 BR51 e Ery reduziram o consumo energetico de
embrides de zebrafish, avaliado pela atividade do sistema transportador de elétrons (ETS)
diretamente associado ao consumo de oxigénio (DE COEN; JANSSEN, 1997). Do ponto de
vista ecoldgico, o desequilibrio energético indica uma condicdo de estresse ambiental que
resulta em supresséo das taxas metabdlicas, e esta desaceleracdo metabolica permite que os
organismos sobrevivam (SOKOLOVA et al., 2012). No estagio de desaceleracdo metabolica,

algumas funcdes fisiologicas sdo comprometidas, sendo esperados prejuizos no crescimento,
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reproducdo, desenvolvimento e/ou atividade locomotora (MCKEE; KNOWLES, 1986;
SMOLDERS et al., 2003). Entretanto, embrides de zebrafish expostos ao BR51 e Ery ndo
apresentaram alteracdes significativas no crescimento (ABE et al., 2017a, apresentado no
Capitulo 2), apesar do menor consumo energético. Este fato levantou a hipdtese que outras
funcdes de gasto energético além do crescimento poderiam ser prejudicadas pelos corantes.
Visto que as larvas de zebrafish expostas aos corantes apresentaram menor atividade
locomotora, a reducdo no consumo energético induzido pelo BR51 e Ery foi associada a
hipoatividade dos organismos. Na estratégia de protecdo ao estresse ambiental, 0s custos
energéticos dos organismos sdo reduzidos para a manutencdo basal da homeostase e para a
reparacao dos danos, o que torna os organismos menos ativos (SOKOLOVA et al., 2012).

Apesar das condicBes de estresse evidenciadas, 0s corantes ndo causaram a mobilizacéo
da via anaerobica em embrides de zebrafish, portanto a via aerdbica de producao de energia foi
a principal responsavel pelo suprimento energético para a detoxificacdo, manutencdo e

atividade locomotora dos organismos.

Entretanto, o Ery também diminuiu significativamente a atividade enzimatica da AChE
nos embrides, responsavel pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (PINHO et al., 2013).
Consequentemente, a diminuicdo da atividade locomotora induzida pelo Ery pode tambem ter
sido acentuada e/ou atribuida aos danos colinérgicos. Diversos estudos mostraram que
compostos fendlicos naturais alteram as atividades colinérgicas, como forma de protecdo a
doencas neurodegenerativas (COSTA et al., 2011; CHANGWONG et al., 2012; PINHO et al.,
2013; CESPEDES et al., 2013; PHYU; TANGPONG, 2013). Naftoquinonas de extratos de
Mansonia gagei, por exemplo, inibem a atividade da AChE (CHANGWONG et al. 2012),
enquanto fendlicos de extratos de Thunbergia laurifélia aumentam a atividade da AChE como
protecdo a neurotoxicidade (PHYU; TANGPONG, 2013). Assim, as alteracBes colinérgicas
causadas pelo Ery e suas consequéncias a saude humana e ambiental necessitam ser melhor

elucidadas.

Em contraste ao BR51 e Ery, o produto de fotodegradacdo do Ery (EryD) ndo induziu
alteraces significativas em nenhum dos pardmetros avaliados em zebrafish. Como discutido
anteriormente, o EryD também ndo alterou o desenvolvimento embrionario (ABE et al., 20173,
apresentado no Capitulo 2) e os biomarcadores de estresse oxidativo em embrides de zebrafish
(ABE et al., 2017b, apresentado no Capitulo 3). Do ponto de vista ecologico, um tratamento

eficiente dos efluentes urbanos e industriais contendo corantes de maneira facil e econdmica
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proporciona um ambiente seguro para 0s organismos aquaticos, em contraste com 0s corantes
azo sintéticos, que ndo sdo facilmente degradados e requerem métodos mais elaborados
(FRAGA et al., 2013; ZHANG et al., 2014).

4.7 Conclusao

Nossos resultados destacam a utilidade dos biomarcadores de balango energético como
uma ferramenta importante para compreender a alocacao energética dos embriGes de zebrafish
em condicdes de estresse. As alteracbes na alocacdo de energia celular ocorrem
concomitantemente com alterac6es no comportamento: o corante natural Ery e o sintético BR51
reduzem a energia consumida e comprometem o equilibrio energético e, portanto, prejudicam
a alocacdo de energia a outros processos bioldgicos, como para a atividade locomotora. O Ery
também diminui a atividade da AChE, o que também pode contribuir para as alteracoes da
atividade locomotora. Por outro lado, ap6s a fotodegradacdo do Ery, o composto perde
completamente sua toxicidade aos embrides de zebrafish nas condicdes testadas, demonstrando
um tratamento facil e rapido de efluentes contendo o corante que pode ser aplicado em

tratamentos de efluentes industriais e urbanos.
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5.1 Resumo

No presente trabalho, objetivamos avaliar os efeitos toxicos induzidos pelo corante sintético
azo Basic Red 51 (BR51) e pelo corante natural eritrostominona (Ery) no microcrustaceo
Daphnia magna, um organismo-teste padronizado e amplamente utilizado em testes
ecotoxicologicos. Foram avaliados os efeitos toxicos na imobilidade, no consumo de oxigénio
e no comportamento dos organismos apos exposi¢des agudas, e no ciclo de vida (reproducéo)
apos exposicdes prolongadas. Também foram avaliados os efeitos tdxicos do Ery ap0ds a sua
fotodegradacéo, que resulta em um produto incolor (EryD). Os resultados mostraram que ambos
0s corantes imobilizaram os microcrustaceos, porém o BR51 induziu efeitos em concentraces
cerca de 200 vezes mais elevadas do que o Ery (0,1 e 19,7 mg/L, respectivamente). Os
organismos juvenis expostos ao BR51 se locomoveram mais répido e por distancias mais
longas, entretanto o comportamento permaneceu inalterado e 0 consumo de oxigénio aumentou
ao elevar a concentracdo. O Ery também elevou o nimero de atividades dos juvenis. O BR51 e
o0 Ery reduziram o numero de neonatos por fémea adulta na segunda ninhada em concentracées
de 0,02 e 2 mg/L, respectivamente, e as fémeas recuperaram o nimero de neonatos nas ninhadas
posteriores, uma resposta adaptativa apos exposi¢oes prolongadas. Entretanto, 4 mg/L do Ery
foi suficiente para diminuir a taxa intrinseca de crescimento populacional da espécie. Em
contraste, o EryD ndo alterou nenhum dos parametros analisados. Estes resultados indicam que
os corantes elevam a atividade locomotora de D. magna, e 0 BR51 também aumenta o consumo
de oxigénio dos organismos frente aos efeitos tdxicos do corante. Ambos 0s corantes também
alteram a reproducdo de D. magna, e o Ery reduziu o crescimento populacional. A
fotodegradagdo do Ery indica ser um eficiente método para impedir os efeitos tdxicos
anteriormente observados, sugerindo um tratamento alternativo barato, rapido e facil de
efluentes contendo o corante natural.*

Palavras-chaves: Basic Red 51, eritrostominona, microcrustaceo.

5.2 Abstract

In the present work, we aimed to evaluate the toxic effects induced by the synthetic dye azo
Basic Red 51 (BR51) and by the natural dye erythrostominone (Ery) in the microcrustacean
Daphnia magna, a standardized test organism widely used in ecotoxicological tests. The toxic
effects on immobility, oxygen consumption and behavior of organisms were evaluated after
acute exposures, and on the life cycle (reproduction) after prolonged exposure. The
photodegraded colorless product from Ery (EryD) was also evaluated. The results showed that
both dyes immobilized D. magna, but BR51 induced effects at concentrations about 200 fold
higher than Ery (0.1 and 19.7 mg/L, respectively). The juvenile exposed to BR51 also moved
faster and longer distances, however the behavior remained unchanged and the oxygen
consumption increased as the concentration increased. Ery also increased the activities number
in the swimming of the juvenile. BR51 and Ery reduced the number of neonates per adult female
in the second brood at concentrations of 0.02 and 2 mg/L, respectively, and females recovered
the number of neonates in subsequent broods, suggesting an adaptive response after prolonged

4 Os dados referentes a este capitulo foram compilados em um manuscrito que esta em fase final de redacdo
e sera submetido ao periddico Aquatic Toxicology. Abe, F.R.; Pestana, J.L.T.; Gravato, C.; Soares, AM.V.M.;
Oliveira, D.P. Life history and behavior effects of dyes on Daphnia magna.
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exposures. However, 4 mg/L of Ery was sufficient to decrease the intrinsic rate of population
growth of D. magna. In contrast, EryD did not change any of the analyzed parameters. These
results indicate that the dyes increase the locomotor activity of D. magna, and BR51 also
increases the oxygen consumption of the organisms. Both dyes also alter D. magna
reproduction, and Ery reduced population growth. The Ery photodegradation indicates an
efficient method to prevent previously observed toxic effects, suggesting an inexpensive, fast
and easy alternative to treatment of effluents containing the natural dye.

5.3 Infrodugao

Devido ao potencial mutagénico dos corantes azo, a crescente atencdo a producéo e uso
de corantes naturais intensificou pesquisas visando a extragdo de pigmentos de fontes naturais
(MONGKHOLRATTANASIT et al. 2010, VELMURUGAN et al. 2010, MIRJALILI et al.
2011, BOONSONG et al. 2012, BORGES et al. 2012, LEITNER et al. 2012, BOGA et al. 2013,
PUNRATTANASIN et al. 2013, SILVA et al. 2014), bem como estudos do potencial protetor
e terapéutico dos colorantes, tais como atividades antimicrobianas, inseticidas, antitumorais e
antioxidantes (KUWAHARA et al. 2009, BISHT et al. 2010, SILVA et al. 2014,
AKILANDESWARI and PRADEEP 2015, BALDIN et al. 2016). Portanto, a investigacéo
ecotoxicoldgica de corantes é de grande importancia para obter mais informacdes sobre a saude

seguranca ambiental.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do corante natural
eritrostominona (Ery) e do sintético Basic Red 51 (BR51) para o cladoceran Daphnia magna,
um microcrustaceo de agua doce altamente sensivel aos contaminantes ambientais (BAE;
FREEMAN, 2006). Para isso, foram avaliadas a toxicidade aguda dos corantes e efeitos

subletais na histdria da vida, a taxa de respiragdo e 0 comportamento dos organismos.

5.4 Materiais e Métodos
5.4.1 Corantes em estudo

O corante sintético BR51 (2-(((4-dimethyllamino) phenyl) azo)-1,3-dimethyl-1H-
imidazolium chloride, CAS n.° 77061-58-6, MW: 279,6 g/mol, pureza 99%) (Figura 1A) foi
adquirido da LCW Import and Export Ltd (S&o Paulo, Brasil). O corante natural Ery (CAS n.°
26153-04-8, MW: 348,08 g/mol, pureza 85-92%) foi extraido de fungo endofitico cepa LCO1-
A (espécie em fase de identificacdo, cedida pela CCMA, EMBRAPA, Brasil), purificado e
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caracterizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes do
Departamento de Quimica da FFCLRP, USP (Ribeirdo Preto, Brasil).

Solucdes estoques do BR51 foram diretamente preparadas em agua ultrapura, e diluidas
em meio de cultivo imediatamente antes do inicio dos testes. Solugdes estoques do Ery foram
preparadas em dimetil sulfoxido (DMSO) e diluidas em meio de cultivo (DMSO 0,01%, v/v)
imediatamente antes do inicio dos testes. Solugdes do Ery degradado (EryD) foram preparadas
previamente a partir de solucdes testes do Ery (DMSO 0,01% em meio de cultivo, v/v), expostas
a luz branca constante (250 Ix, 36W) durante 7 dias, e imediatamente utilizadas nos ensaios.
Meio de cultivo e DMSO 0,01% em meio de cultivo (v/v) foram usados como controles

negativos.

5.4.2 Manuten¢ao de Daphnia magna e exposi¢gao

Os testes de toxicidade com o organismo-teste D. magna foram realizados no Centro de
Estudos do Ambiente e do Mar, Departamento de Biologia, na Universidade de Aveiro (Aveiro,
Portugal). Culturas de D. magna foram mantidas em sala climatizada a 20°C + 2, fotoperiodo
de 16:8 horas, em meio de cultivo de 4gua dura composto de dgua destilada reconstituida com
nutrientes (ASTM) de acordo com a American Society for Testing Materials (1980),
enriquecido com extrato organico de algas a base de Ascophylum nodosum, pH 7,3 + 0,2,
condutividade de 140-250 pS/cm, oxigénio dissolvido > 3 mg/L e dureza total de 44 + 4 mg
CaCOs/L. Os organismos foram mantidos em aquarios de 1 L com densidade de 18-25
adultos/L, e alimentados com suspensao de algas verdes R. subcapitata na concentragédo de 3 x

10° células/mL/organismo. Meio de cultivo e alimento foram renovados a cada dois dias.

Para a selecdo dos neonatos, D. magna fémeas foram cultivadas até a quinta geracéo e 0s
neonatos com 6-24 h da terceira ninhada foram selecionados e utilizados nos ensaios,

aleatoriamente designados aos tratamentos.

5.4.3 Teste de toxicidade aguda

Testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo com a Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD Guideline 202, 2004). Inicialmente, verificou-se a

sensibilidade dos organismos-testes a substancia de referéncia dicromato de potassio
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(K2Cr207). Apos verificar a sensibilidade dos organismos, 0s neonatos selecionados foram
distribuidos para placas para cultura celular de 6 pocos contendo 10 mL de solugéo teste por
poco, sendo 5 organismos por repeticio e 4 repeticdes por tratamento (n=20
neonatos/tratamento). Foram realizados os tratamentos dos controles negativos e 6
concentragdes do Ery e EryD (1,875; 3,75; 7,5; 15; 30 e 50 mg/L) e do BR51 (0,003; 0,062;
0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/L) (Figura 31). As placas foram mantidas a 20 £ 2°C no escuro por 48
h em sistema estatico, sem a alimentacdo dos organismos. Ap6s 48 h de exposicdo aos

tratamentos, a imobilidade dos organismos foi registrada.

Figura 31. Exposicao de D. magna em placas para cultura celular de 6 pocos, durante 48 h no escuro. Da esquerda
para direita: Basic Red 51, eritrostominona fotodegradado, eritrostominona.

5.4.4 Teste de ciclo de vida completo

Testes de ciclo de vida completo (full life cycle) foram realizados de acordo com a OECD
Guideline 211 (2012) para avaliar os efeitos dos compostos ao longo do ciclo de vida dos
organismos. Os neonatos selecionados foram distribuidos para frascos de vidro contendo 50
mL de solucéo teste, sendo 1 organismo por repeticdo e 10 repeti¢ces por tratamento (n=10
neonatos/tratamento). Foram realizados os tratamentos dos controles negativos e 4
concentragdes do Ery e EryD (0,2; 1; 2 e 4 mg/L) e do BR51 (0,001; 0,005; 0,01 e 0,02 mg/L)
(Figura 32). Os frascos foram mantidos por 21 dias a 20 + 2°C e fotoperiodo de 16:8 horas. Os
organismos foram alimentados com suspensdo de algas verdes R. subcapitata na concentracao
de 3 x 10° células/mL/organismo. Meio de cultivo e alimento foram renovados a cada 2 dias.
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Figura 32. Exposi¢do de D. magna aos corantes em recipientes de 50 mL, durante 21 dias. A: Basic Red 51, B:
eritrostominona, C: eritrostominona fotodegradado.

Diariamente foi verificado o nimero de descendentes vivos produzidos por cada
organismo, e removidos logo em seguida. Também foi registrada a idade de cada organismo ao
produzir a primeira ninhada, e o nimero total de ninhadas por organismo. Ao final de 21 dias,
o comprimento das fémeas adultas foi registrado, e a taxa intrinseca de crescimento
populacional (r) foi calculada para cada composto pela equacdo de Euler (PESTANA et al.,
2010):

n

1= Z e "™*l,m,

x=0
onde r é a taxa de crescimento populacional (por dia), x € a idade em dias (0...n), Ix é a

probabilidade de sobrevivéncia na idade x, e mx é a fecundidade na idade x. Pseudovalores das

repeticGes foram gerados utilizando o procedimento jackknife (MEYER et al., 1986).

5.4.5 Taxa de respiragcao

O consumo de oxigénio de D. magna foi estimado pelo método padronizado de
respirometria de acordo com Pestana et al. (2010). Os neonatos selecionados foram mantidos
até 4 dias de idade em meio de cultivo contendo alimento. Ao atingirem 4 dias, eles foram
distribuidos para seringas do tipo gastight de 50 mL (Hamilton, USA), contendo 30 mL de
solugdo teste, sendo 10 neonatos por repeticdo e 5 repeticdes por tratamento (n=50
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neonatos/tratamento). Foram realizados os tratamentos dos controles negativos e 3
concentracdes do Ery e EryD (1; 2 e 4 mg/L) e do BR51 (0,005; 0,01 e 0,02 mg/L) (Figura 33).
O ar remanescente dentro de cada seringa foi expelido e a concentracdo do oxigénio inicial foi
medida com o medidor de oxigénio modelo 782, equipado com o eletrodo de oxigénio modelo
1302 (Strathkelvin Instruments, Glasgow, Escdcia). As seringas foram mantidas em banho
contendo &gua a 20°C, no escuro, durante 24 h e sem a adigdo de alimento.

Apbs 24 h de exposicdo, a concentracdo do oxigénio de cada seringa foi medida
novamente, e 0 consumo foi calculado pela diferenca entre o oxigénio inicial e apds o periodo
de exposicdo. A taxa de respiracdo foi expressa em pg oxigénio consumido/organismo/h.
Adicionalmente, 2 seringas controles sem a adi¢cdo de organismos foram preparadas para cada
tratamento, para verificar alteracbes na concentracdo de oxigénio por outros fatores que ndo a

respiracdo dos organismos, utilizadas como fatores de correcao.

Figura 33. Exposi¢do de D. magna aos corantes em seringas gastight (Hamilton, USA), durante 24 h. (A) Basic

5.4.6 Ensaio de comportamento

As alteragcBes no comportamento de D. magna foram monitoradas utilizando o video
rastreador ZebraBox e o software ZebraLab (ViewPoint Life Science, Lyon, Franca). Os
neonatos selecionados foram mantidos até 4 dias de idade em meio de cultivo contendo

alimento. Ao atingirem 4 dias, eles foram distribuidos para placas para cultura celular de 6

86



Capitulo 5. D. magna: ciclo de vida, comportamento e consumo de oxigénio

pocos contendo 5 mL de solugéo teste, sendo 5 neonatos por repeticdo e 4 repeticbes por
tratamento (n=20 neonatos/tratamento). Foram realizados os tratamentos dos controles
negativos e 3 concentracdes do Ery (1; 2 e 4 mg/L) e do BR51 (0,005; 0,01 e 0,02 mg/L). As

placas foram mantidas a 20°C, no escuro, durante 24 h e sem a adi¢ao de alimento.

Apo6s 24 h de exposicgdo, os organismos foram individualmente transferidos para placas
para cultivo celular de 24 pogos contendo 0,5 mL de solugéo teste, definindo as dimensdes da
area experimental em 15,5 mm (diametro do pog¢o) x 0,5 mm (altura atingida pela solucéo teste
no poco). Dado que o rastreamento € realizado em uma placa por vez, em cada placa foram
distribuidos organismos de todos os tratamentos e do respectivo controle negativo, para evitar
diferencas devido ao tempo. O rastreamento da locomocéo foi realizado sempre no mesmo
periodo do dia (a partir de 1 p.m.), utilizando o sistema de rastreamento de video ZebraBox e

Zebral ab software (ViewPoint Life Science, Lyon, Franca).

Os dois minutos iniciais de rastreamento foram realizados no claro como periodo de
aclimatacdo para minimizar distdrbios causados na transferéncia das larvas. Decorrido o
periodo, foram gravados 4 ciclos consecutivos de 5 min cada, alternando claro e escuro (Figura
34), sendo utilizado iluminacdo LED para os ciclos no claro e luz infravermelha para os ciclos
no escuro. Foi utilizado fundo transparente com limite de deteccdo de 30 frames por segundo
para a detec¢do dos organismos, e a distancia minima de 0,5 mm foi definida como “inativo”
para evitar rastreamento de ruido do sistema. Os dados foram automaticamente amostrados a
cada 60 segundos (periodo de integracdo), com a obtencdo dos seguintes parametros por
organismo: tempo total de natacdo (TTN em s/min), distancia total de natacdo (DTN em
mm/min), velocidade (Vel em mm/s) e nimero de atividades, definido como quantidade de

vezes em que 0s organismaos iniciaram um novo movimento.

Figura 34. Imagens do rastreamento de D. magna em placas para cultivo celular de 24 pocos. Ciclos no (A) escuro
e (B) no claro. Linhas representam o caminho percorrido pelas larvas durante um periodo de integracéo (60 s),
linhas vermelhas, movimentos acima de 1 mm, linhas verdes, movimentos entre 0,5 e 1 mm.
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5.4.7 Manutengao de Daphnia similis e exposi¢ao

Os testes de toxicidade com o organismo-teste D. similis foram conduzidos na Companhia
Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) (Ribeirdo Preto, Brasil), sob supervisao do Dr.
Eduardo Angelino Savazzi. Culturas de D. similis foram mantidas em estufa incubadora
climatizada a 20°C * 2, fotoperiodo de 16:8 horas, em meio de cultivo composto de agua
ultrapura reconstituida com macro e micronutrientes (MS) de acordo com Keating (1985), a pH
7,3 £ 0,3, condutividade de 190-250 uS/cm, oxigénio dissolvido a > 5 mg/L e dureza total de
44 + 4 mg CaCOs/L. Os organismos foram mantidos em aquarios de 2 L com densidade de 20
adultos/L, e alimentados com suspensdo de algas verdes Raphidocelis subcapitata na
concentragéo de 3,2 x 10° células/organismo, e com solucéo de racio para peixe ornamental
Tetramin® na concentracdo de 0,2 mg/mL/organismo. Meio de cultivo e alimentos foram

renovados a cada dois dias.

Para a selecdo dos neonatos, D. similis fémeas foram cultivadas até a quinta geracao e 0s
neonatos com 6-24 h da terceira ninhada foram selecionados e utilizados nos ensaios,

aleatoriamente designados aos tratamentos.

5.4.8 Teste de toxicidade aguda

Testes de toxicidade aguda foram realizados de acordo com a OECD Guideline 202
(2004). Inicialmente, verificou-se a sensibilidade dos organismos-testes & substancia de
referéncia cloreto de potéssio (KCI). Apds confirmar a sanidade dos organismos, 0s neonatos
selecionados foram distribuidos para frascos contendo 10 mL de solucdo teste cada, sendo 5
organismos por repeticdo e 4 repeticdes por tratamento (n=20 neonatos/tratamento). Foram
realizados os tratamentos dos controles negativos e 6 concentrac6es do Ery (5, 10, 20, 30,40 e
50 mg/L) (Figura 35). Os frascos foram mantidos a 20 + 2°C no escuro por 48 h em sistema
estatico, sem a alimentagdo dos organismos. Apds 48 h de exposi¢do aos tratamentos, a

imobilidade dos organismos foi registrada.
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Figura 35. Exposi¢éo de D. similis ao corante eritrostominona (Ery) em recipientes de 10 mL, durante 48 h. Da
esquerda para direita: branco, controle negativo, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/L de Ery.

5.4.9 Andlises Estatisticas

Apos verificar a distribuicdo e varidncia dos dados (normalidade e homocedasticidade)
com os testes de Shapiro-Wilk and Levene Median, respectivamente, One-way ANOVA foi
aplicada para dados de consumo de oxigénio e ciclo de vida completo, e Two-way ANOVA foi
aplicada para dados de comportamento (fatores fixos: tratamentos e ciclos de claro/escuro). No
caso da normalidade e/ou homocedasticidade falhar, foi aplicada ANOVA on ranks (Kruskall-
Wallis). O teste de Dunnett (nivel de significancia de 5%) foi aplicado para verificar diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos e seus respectivos controles negativos, utilizando
o0 software Sigma Plot 12.5 (SysStat, San Jose, California, USA). Os valores de Concentragéo
de Efeito Observado (CEO) também foram definidos. As concentracdes efetivas médias (CEso)
e seus respectivos intervalos de confiancga (limites superiores e inferiores) foram calculados
pelo método trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).

5.5 Resultados
5.5.1 Imobilidade

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para a imobilidade de D.
magna expostas ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 8. Nao foi observada a
imobilidade dos organismos dos controles (meio de cultivo e 0,01% DMSO em meio de
cultivo). As 48-h CEsp estimadas para o BR51 e Ery foram de 0,10 mg/L (0,09-0,11) and 19,7
mg/L (15,7-24,9), respectivamente, com um aumento na imobilidade de maneira dose-

dependente (Figura 36A). As comparacdes entre os tratamentos e controles definiram a CEO
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de 0,125 mg/L para o BR51, com 85% dos organismos imdveis, e 15 mg/L para o Ery, com

35% dos organismos imoveis. Por outro lado, o EryD ndo causou a imobilidade significativa

dos organismos expostos (Figura 36A, Tabela 8).

Em relacdo a toxicidade aguda para D. similis, o corante natural Ery apresentou 48-h CEso

de 29,02 mg/L (24,93-33,81). Os resultados mostraram uma resposta dose-dependente em

relagcdo a imobilidade dos organismos expostos ao corante, com a CEO de 20 mg/L capaz de

imobilizar 25% dos organismos em relacdo ao controle.

Figura 36. Efeitos do Basic Red 51 (BR51), eritrostominona (Ery) and eritrostominona degradada (EryD) para D.
magna. A: Imobilidade dos neonatos. B: nimero total de neonatos por fémea adulta. C: idade das fémeas na
primeira reproducdo. D: comprimento corporal das fémeas adultas com 21 dias. E: taxa intrinseca de crescimento

populacional (r). F: consumo de oxigénio.
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Tabela 8. Valores da CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do eritrostominona (Ery) e seu fotodegradado (EryD) e do Basic Red 51 (BR51) para a imobilidade, ciclo de vida,

e consumo de oxigénio de D. magna.

Parametro BRSI Ery EryD
CEO ANOVA CEO ANOVA CEO ANOVA
Imobilidade 0,125 F(7.04=814 p<0,001 15 Fe.2)=71,9 p<0,001 -
Idade na 1% ninhada - H=5,02 p=0,285 - H=1,07 p=0,900 - H=4,90 p=0,298
Neonatos/fémea:
12 ninhada - F@.45=0,897 p=0,474 - F4.45=2,39 p=0,004 - F(a.45=0,61 p=0,658
22 ninhada 0,02 Fa.45=2,42 p=0,042 2 F(4.45=7,35 p<0,001 - F(4.45=2,39 p=0,060
3?2 ninhada - F(4;45):O,804 p:0,529 4 F(4;45):38,7 p<0,001 - F(4;45):0,52 p:O,722
42 ninhada - F(4;45):0,643 p:O,635 4 F(4;45):0,85 p:O,SOl - F(4;45):3,21 p:0,051
52 ninhada - F(4;45):O,364 p:0,833 4 F(4;45):3,26 p:0,0ZO - F(4;45):0,49 p:O,747
N° neonatos/fémea - F@.45=0,838  p=0,508 4 F.45=18,3  p<0,001 - F@45=193  p=0,122
Tamanho da fémea - Fu45=1,88  p=0,130 - Fua45=155  p=0,074 - Fas5=1,05  p=0,391
r - F(4;45):2,85 p:0,035 4 F(4;45):5,58 p<0,001 - F(4;45):0,72 p:O,584
Consumo de O, 0,02 F(.16=4,64 p=0,016 - Fi16=0,44  p=0,7260 - Fi16=0,75  p=0,5440

—nenhum efeito significativo.
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5.5.2 Ciclo de vida completo

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para o ciclo de vida de D.
magna expostas ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 8. Em todos os
experimentos, as fémeas apresentaram cinco ninhadas até 21 dias de exposic¢do. Entretanto, o
BR51 e Ery diminuiram significantemente o nimero de neonatos por fémea (Figura 36B). Os
organismos expostos a 0,02 mg/L de BR51 apresentaram 14% menos neonatos na segunda
ninhada, mas recuperou o numero total de neonatos nas ninhadas posteriores (Tabela 8). Ja a
exposicdo ao Ery reduziu em 25% o nimero de neonatos da segunda ninhada na concentragéo
de 2 mg/L, mas também recuperou o0 nimero de neonatos nas ninhadas posteriores. Entretanto,
4 mg/L do Ery impossibilitou a recuperacédo, e o nimero de neonatos foi reduzido da segunda
até a Gltima ninhada em 28, 38, 7 e 31%, respectivamente (Tabela 8). Esta redu¢cdo do numero
de neonatos de forma ndo tempo-dependente a 4 mg/L do Ery indica uma tentativa de
recuperacdo dos organismos adultos, porém insuficiente para evitar a diminuicdo na taxa
intrinseca de crescimento populacional (r) dos organismos. Por outro lado, o EryD néo induziu

efeitos nos organismos expostos (Figura 36).

A exposicdo ao BR51, Ery e EryD ndo alterou a idade em que as fémeas apresentaram a
primeira ninhada e 0 comprimento dos organismos apos 21 dias, comparados aos organismos

dos respectivos controles (Figura 36C e D, Tabela 8).

5.5.3 Taxa de respiragcao

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para a taxa de respiracao de
D. magna expostas ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 8. D. magna expostas
ao BR51 aumentaram significantemente o consumo de oxigénio em 14%, comparadas com 0
respectivo controle (CEO=0,02 mg/L), enquanto que o Ery e o EryD ndo alteraram a taxa de

respiracéo dos organismos expostos (Figura 36F).
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5.5.4 Atividade locomotora

A atividade locomotora foi monitorada em distancia total de natacdo (DTN, mm/min),
tempo total de natacdo (TTN, s/min), velocidade (Vel, mm/s) e nUmero de atividades, definido
como quantidade de vezes em que 0s organismos iniciam um novo movimento. Os valores
calculados das CEO e os resultados da ANOVA para a atividade locomotora de D. magna
expostas ao Ery, EryD e BR51 estdo apresentados na Tabela 9. Todos as D. magna dos controles
e tratamentos nadaram distancias mais longas durante os ciclos no claro, e aumentaram o

namero de atividades nos ciclos no escuro, mantendo este padrdo de natac&o.

A exposicdo ao Ery alterou o nimero de atividade dos organismos, independentemente
do estimulo de luz. Nos ciclos no claro e escuro, 0s organismos aumentaram o namero de
atividades (CEO=2 mg/L), sem causar alteracdes na Vel, DTN e TTN, quando comparados com

0 respectivo controle (Figura 37A-D).

O BR51 alterou a locomogdo dos organismos no ciclo com estimulo da luz. Os
organismos nadaram distancias mais longas e foram mais velozes na concentracdo de 0,01 mg/L
(Figura 37E-H). Entretanto, na maior concentracdo testada de 0,02 mg/L ndo houveram
alterages significativas (Figura 37E-H). Nos ciclos no escuro, ndo foram observados efeitos
nos parametros avaliados para o BR51 (Figura 37E-H).

Tabela 9. Valores da CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do eritrostominona (Ery) e seu fotodegradado (EryD)
e do Basic Red 51 (BR51) para o comportamento de D. magna.

Parametro ERST El
CEO* ANOVA CEO ANOVA

Distancia (mm)

Claro 0,010 F(s:56=3,84 p=0,014 - F(3;56=2,42 p=0,075

Escuro - F(3;55):1,3l p:O,232 - F(3;5e):1,58 p:O,122
Tempo (s)

Claro - F(3;55):1,73 p:O,l7l - F(3;5e):1,44 p:O,24O

Escuro - F3:56=2,50 p=0,072 - F(;56=2,45 p=0,073
Velocidade (mm/s)

Claro 0,010 F@ise=7,14 p<0,001 - Fs:56=2,34 p=0,082

Escuro - F@56=2,55  p=0,065 - F@56=1,98  p=0,096
Atividade

Claro - F56=1,70 p=0,117 2 F(:56=11,6 p<0,001

Escuro - Fi56=1,26 p=0,295 2 F(:56=17,6 p<0,001

—nenhum efeito significativo; * respostas ndo dose-dependentes, efeito observado somente em 0,01 mg/L.
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Figura 37. Comportamento de D. magna ap6s 24 h de exposicéo ao eritrostominona (Ery) (A-D) e ao Basic Red
51 (BR51) (E-H). Valores apresentados em média de neonatos (n=20) por minuto.
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5.6 Discussdo

Nossos resultados mostraram que o BR51 e o Ery induziram efeitos adversos na
imobilidade, reproducdo, metabolismo e locomogdo das D. magna. Diversos estudos
ecotoxicoldgicos de corantes azo reportaram CEso proximas a encontrada para o0 BR51, como
a 48-h CEso do corante Verde Malaquita de 0,77 mg/L (KANHERE et al., 2014) e a 48-h CEso
do Disperse Red 1 de 0,58 mg/L para D. magna, baseadas na imobilizacdo dos organismos

(VACCHI et al.,, 2016). O Disperse Red 1 também se mostrou toOXico para outros
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microcrustaceos, como D. similis (48-h CEso de 5,5 mg/L) (YU et al., 2015), Ceriodaphnia
dubia (48-h CEso de 0,55 mg/L) e Ceriodaphnia silvestrii (48-h CEso de 0,8 mg/L) (VACCHI
et al., 2016). Em contraste, valores elevados de CEsp de 6-55 mg/L para D. magna também
foram reportados para outros corantes azo (BAE; FREEMAN, 2007; VERMA, 2008;
DARSANA et al., 2015). De acordo com os dados da literatura, a toxicidade dos corantes azo
varia de espécie para espécie e de acordo com a estrutura quimica dos corantes, o que pode ser
devido as diferentes sensibilidades dos organismos frente as diversas estruturas azo, mesmo
que elas sejam estreitamente relacionadas (CAMPOS et al., 2014), reforcando a necessidade de

testar os compostos individualmente.

Em relacdo a exposicdo prolongada, ambos os corantes BR51 e Ery alteraram a
reproducdo da D. magna. Especificamente sobre o BR51, o corante reduziu o nimero de
neonatos na segunda ninhada, mas as fémeas recuperaram o nimero de neonatos nas ninhadas
posteriores, uma provavel resposta adaptativa apds exposi¢cdes prolongadas. Estudos com o
corante azo Disperse Red 1 também mostraram efeitos toxicos na reproducdo de
microcrustaceos em concentracdes na faixa de microgramas, o qual inibiu a reproducéo de D.
similis a 0,003 mg/L apos 14 dias de exposicdo, e de Ceriodaphnia dubia a 0,1 mg/L apds 7 de
exposicdo (VACCHI et al., 2016). Da mesma forma, o Ery reduziu o nimero de neonatos da
segunda ninhada, com posterior recuperacdo que, no entanto, ndo ocorreu quando a
concentracdo do corante foi aumentada. As fémeas apresentaram uma resposta de forma néo
tempo-dependente que indicou uma tentativa de recuperacdo, porém insuficiente para evitar a

diminuicdo na taxa intrinseca de crescimento populacional (r) dos organismos.

Concentraces subletais do BR51 também aumentaram significativamente o consumo de
oxigénio e alteraram o comportamento dos juvenis de D. magna apds exposicOes rapidas. A
elevacdo da taxa metabdlica dos organismos era esperada, uma vez que organismos aquaticos
expostos a0 BR51, assim como a outros corantes azo, elevam a atividade do sistema de
detoxificacdo (LI et al., 2012; YU et al., 2015; ABE et al., 2017b, apresentado no Capitulo 3),
0 qual demanda gasto metabdlico. Este aumento na taxa de respiragdo dos organismos expostos
ao BR51 também coincide com a concentragdo em que as fémeas adultas recuperaram o nimero
total de neonatos, processo fisioldgico que demanda energia. Além disso, o corante estimulou
0s juvenis a nadarem mais rapido e percorrerem distancias mais longas ao serem estimulados
pela luz. Contudo, este efeito ndo ocorre quando a concentracao do corante foi aumentada, uma

possivel tentativa de adaptar os gastos energéticos frente os processos de detoxificacao.
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Por outro lado, o Ery ndo alterou o consumo de oxigénio dos juvenis ap0s exposicdes
répidas, mas aumentou a sua atividade natatoria, independente do estimulo de luz, e reduziu o
numero de neonatos, 0 que sugere uma alteracdo na alocacdo da energia. Visto que o Ery
também eleva a atividade de detoxificacdo (ABE et al., 2017b, apresentado no Capitulo 3), a
alocacdo de energia para outras fungdes fisiologicas que ndo as basais podem sofrer alteracdes.
Todavia, os efeitos foram observados em concentragfes até 200 vezes maiores do que as do
BR51.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, 0 BR51 foi mais tdxico que o Ery
em relacdo as CEso e CEO calculados para D. magna. Segundo o sistema de classificacdo de
perigo aquatico agudo do GHS (2009), o BR51 classifica-se como muito toxico para o ambiente
aquatico e o Ery como prejudicial. Ja a exposicdo prolongada do BR51 o classifica na categoria
“muito toxico com efeitos duradouros para 0 ambiente aquatico”, enquanto o Ery se classifica
na categoria “pode causar efeitos duradouros”, de acordo com a classificagdo de perigo aquéatico

a longo prazo.

Nossos resultados também demonstraram que apos a fotodegradacdo do corante natural,
o0 produto incolor formado nédo foi capaz de induzir qualquer efeito toéxico nas D. magna nas
condices testadas, e mostra a perda das caracteristicas toxicas da estrutura molecular original.
Do ponto de vista ecoldgico, as concentracbes ambientais dos corantes azo encontradas nos
recursos hidricos sdo diversificadas, variando de 10 até 50 mg/L em efluentes de industrias
téxteis (O’NEILL et al., 1999) e de 0,4 a 102,7 pg/L em &guas superficiais, segundo a
Environment Canada Health Canada (ECHC, 2013a,b). Como foi observado, o BR51 alterou
a reproducdo, taxa de respiracdao e comportamento de D. magna em concentracdes passiveis de
serem encontradas no ambiente, as quais podem comprometer a sobrevivéncia em um cenario
mais realistico. O Ery mostrou-se toxico para a reproducdo e comportamento dos daphnideos
em concentracdes elevadas, mas também provaveis de serem encontradas no ambiente. A
auséncia de efeitos adversos do Ery ap6s a fotodegradagdo pode prevenir os efeitos toxicos no
ambiente aquatico, enquanto os corantes sintéticos sdo de dificil remocdo devido a elevada
estabilidade das moléculas (O’NEILL et al., 1999; CHUNG, 2000). Como observado
previamente, o0 BR51 ndo é fotodegradavel (ABE et al., 2017a, apresentado no Capitulo 2),

enquanto a biodegradabilidade do Ery o torna um potencial corante eco-friendly.

Em relacéo a toxicidade aguda para D. similis expostas ao Ery, esta espécie apresentou

menor sensibilidade ao corante, de acordo com a 48-h CEsp 32% maior em comparagdo com a
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48-h CEso calculada para D. magna. Ainda assim, esta diferenca na sensibilidade dos
organismos ao Ery ndo foi o suficiente para alterar a classificagdo do corante em prejudicial
para a vida aquética, de acordo com a GHS (2009). Portanto, ambas as espécies possuem
sensibilidades correlacionadas para o Ery, e para diversos outros contaminantes (RODGHER
et al., 2010; BURATINI et al., 2014). Desta forma, o uso da D. similis em paises tropicais,
considerando que a D. magna nédo ocorre naturalmente nestas regides, possibilita extrapolar os

resultados a ambientes mais realisticos.

5.7 Conclusao

Em sintese, nosso trabalho demonstrou que o corante natural Ery e o sintético BR51 séo
toxicos para D. magna, e concentracdes até 200 vezes baixas do BR51 ja causam danos,
comparadas as concentrac6es do Ery. O Ery e 0 BR51 reduzem o nimero de neonatos de fémeas
adultas em exposic¢des prolongadas e elevam a atividade locomotora de juvenis em exposicdes
agudas. O BR51 também aumenta a taxa de respiracdo dos juvenis apds exposi¢des rapidas, um
possivel efeito devido as alteracBes na demanda energética e na alocacdo de energia.
Finalmente, a degradagdo do corante natural forma um produto incolor e ndo tdxico para D.
magna nas condicOes testadas, o que destaca o Ery como uma potencial alternativa aos corantes

sintéticos devido a sua facil biodegradacdo pela luz antes de ser langado ao ambiente aquético.
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6.1 Resumo

Para avaliar a toxicidade do corante natural eritrostominona (Ery) para a satude humana, testes
foram realizados em hepatdcitos imortalizados de carcinoma humano (HepG2) e em epiderme
humana equivalente (EHE) construida com queratinocitos humanos imortalizados (HaCaT).
Ambas as linhagens celulares sdo amplamente utilizadas em avalia¢Ges toxicoldgicas devido a
elevada reprodutibilidade e capacidade de proliferacdo. Além disso, a capacidade de protecédo
a0 estresse oxidativo do Ery foi avaliada em mitocondrias hepéticas de ratos Wistar. O Ery
protegeu as mitocondrias do estresse oxidativo, mas reduziu a viabilidade celular de HepG2 de
maneira dose-dependente. O principal mecanismo de morte celular apresentado foi a apoptose.
No entanto, esse efeito pode ser resultado da inducdo de atividade pré-oxidante em uma célula
de rapida proliferacdo. O Ery também atrasou significativamente o ciclo celular de HepG2, com
um acumulo de células na fase da mitose e, consequentemente, uma reducdo na quantidade de
células da fase de crescimento celular, entretanto ndo alterou as células em fase de duplicagéo
de DNA. Por outro lado, 0 Ery ndo induziu efeitos genotoxicos em HepG2 e em EHE. Neste
ultimo modelo também ndo foram observados efeitos citotoxicos. Em conclusdo, o Ery possui
potencial aplicabilidade para uso industrial como uma alternativa aos corantes sintéticos.
Entretanto, ensaios adicionais devem avaliar os mecanismos dos efeitos antioxidantes e pro-
apoptoticos e os respectivos riscos que oferecem para a satde humana.®

Palavras-chaves: Eritrostominona, hepatdcitos, epiderme humana equivalente, toxicidade.

6.2 Abstract

To assess the toxicity of the natural dye erythrostominone (Ery) to human health, tests were
performed on immortalized hepatocytes of human carcinoma (HepG2) and human epidermis
equivalent (EHE) constructed with immortalized human keratinocytes (HaCaT). Both cell lines
are widely used in toxicological evaluations due to their high reproducibility and proliferation
capacity. In addition, the protective capacity for oxidative stress of Ery was evaluated in hepatic
mitochondria of Wistar rats. Results showed that Ery protected the mitochondria from oxidative
stress but reduced the cell viability of HepG2 in a dose-dependent manner. The main
mechanism of cell death was apoptosis. However, this effect may be the result of the capacity
of induction of pro-oxidant activity in a rapidly proliferating cell. Ery also significantly delayed
the cell cycle of HepG2, with accumulation of cells in the mitosis phase and consequently a
reduction in the amount of cells of the cell growth phase, but did not alter the cells in the phase
of DNA duplication. On the other hand, Ery did not induce genotoxic effects on HepG2 and
EHE, as well as cytotoxic effects on EHE. In conclusion, Ery has potential applicability for
industrial use as an alternative to synthetic dyes use. However, additional trials should evaluate
the mechanisms of antioxidant and pro-apoptotic effects and the respective risks they pose to
human health.

5 Os dados referentes a este capitulo serdo submetidos a publicacdo no periddico Toxicology in vitro.

99



Capitulo 6. Saude humana: hepat6citos e epiderme

6.3 Infroducao

Os humanos estdo expostos aos corantes por diferentes vias de exposicdo, dentre elas o
contato dérmico e a ingestdo. O uso de hepatdcitos humanos, como a linhagem imortalizada de
hepatoblastoma primario (HepG2), é recomendado em estudos toxicologicos que envolvem a
metabolizacdo e ativacdo de xenobidticos (NATARAJAN; DARROUDI, 1991;
KNASMULLER et al., 1998; MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). Ensaios in vitro
utilizando a engenharia de pele humana também se destacam, visto que estes modelos permitem
avaliar os agentes quimicos em um ambiente biomimético. A validagédo de peles equivalentes
vem sendo otimizadas e seus resultados correlacionados com dados in vivo, tornando-as um
excelente modelo in vitro preditivo (BROHEM et al., 2010; MATHES et al., 2014).

Dentro deste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do corante natural
eritrostominona (Ery) para hepatécitos humanos (HepG2) e epiderme humana equivalente
(EHE) produzida em um sistema de cultivo celular tridimensional de queratindcitos humanos
(HaCaT). Devido ao elevado potencial genotoxico e/ou mutagénico de corantes azo, foram
avaliados os efeitos genotoxicos e mutagénicos do Ery para HepG2, e os efeitos genotdxicos
para EHE, além da determinagdo da viabilidade celular de ambos os modelos. O ciclo celular
de HepG2 também foi avaliado, para verificar efeitos na proliferacédo celular. O corante natural
também foi avaliado quanto ao potencial de protecdo ao estresse oxidativo induzido em

mitocdndrias hepaticas de ratos Wistar.

6.4 Materiais e Métodos
6.4.1 Corante em estudo

O corante natural Ery (CAS n.° 26153-04-8, MW: 348,08 g/mol, pureza 92%) foi extraido
de fungo endofitico cepa LCO1-A (espécie em fase de identificacdo, cedida pela CCMA,
EMBRAPA, Brasil), purificado e caracterizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luiz
Alberto Beraldo de Moraes do Departamento de Quimica da FFCLRP, USP (Ribeirdo Preto,
Brasil).
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6.4.2 Protegcdo a Espécies Reativas de Oxigénio

A protecdo ao estresse oxidativo foi avaliada pela capacidade do Ery proteger a formacao
de EROs em mitocdndrias. Para isso, foram utilizados 12 ratos Wistar jovens, com peso entre
150 a 200 g, fornecidos pelo Biotério Central da USP (Ribeirdo Preto, Brasil). Os animais foram
mantidos no Biotério da FCFRP, em gaiolas forradas com maravalha, sendo 4 animais/1.248
cm?, racio e agua filtrada ad libidum, a 19-23°C e fotoperiodo de 12 h. Os animais foram
eutanasiados no biotério por decapitacdo, sem 0 uso de anestésicos para ndo interferir nos
parametros das mitocondrias. Apos a eutandsia, foi feito um corte sagital para coleta do figado
do animal, e o experimento foi continuado em laboratério. Todos os procedimentos foram
realizados com materiais cirurgicos estéreis e o descarte dos animais foi feito em sacos de lixo
contaminante armazenados a -18°C e posteriormente descartados sob cuidados do biotério. O
projeto foi encaminhado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(protocolo 13.1.808.53.3 emitido em 02/12/2013).

Apbs a coleta do figado, o 6rgdo foi picotado e lavado em meio de homogeneizagédo
(sacarose 250 mM, EGTA 1 mM, HEPES KOH 10 mM, pH 7,2), e transferido para tubos de
vidro borossilicato submersos em gelo. O contetdo foi cuidadosamente homogeneizado
repetidas vezes em homogeneizador Potter-Elvehjem (Novatecnica Equipamentos para
Laboratorios Ltda, Brasil), até a dissociacdo total do tecido, e sucessivamente centrifugado (5,
10 e 15 min a 770, 9.800 e 4.500 x g, respectivamente, 4°C) com intervalos de ressuspensao
em meio de lavagem (sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM, HEPES KOH 10 mM, pH 7,2). Ao
final das centrifugacdes, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de meio de ressuspensdo
(sacarose 250 mM, HEPES KOH 10 mM, pH 7,2) para a obtencdo da suspensdo mitocondrial
(PEDERSEN et al., 1978).

O potencial de protecdo as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) foi monitorado
espectrofluorimetricamente  utilizando a sonda fluorescente 2°,7°-diacetato  de
diclorodiidrofluoresceina (H.DCF-DA), uma molécula que atravessa facilmente as membranas
bioldgicas e é hidrolisada por esterases, liberando o composto ndo fluorescente 2,7-
diclorofluoresceina reduzida (DCF-H). Na presenca de EROs, a DCF-H ¢é rapidamente oxidada
e transformada em 2,7-diclorofluoresceina (DCF), a qual apresenta alto rendimento quantico
de fluorescéncia quando excitado em 503 nm. Sendo assim, a producdo de EROs pelas
mitocondrias foi determinada pelo aumento diretamente proporcional da fluorescéncia nos

comprimentos de onda de 503 nm para excitacdo e 529 nm para emissdo (AMES et al., 1993).
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Previamente, as mitocondrias foram incubadas em meio de reagéo (sacarose 125 mM,
KCl1 65 mM, HEPES KOH 10 mM, pH 7,2) acrescido com rotenona (2,5 umol/L) e H.DCF-
DA (2,0 umol/L) e energizadas pela adi¢ao de succinato de potassio (5 mmol/L). Em seguida,
foram realizados os tratamentos do branco, controle negativo, controle positivo t-butil-
hidroperdxido (t-BOOH 300 pumol/L) e 5 concentra¢des do Ery (0,1; 1,0; 10; 25 e 50 mg/L)
(Figura 38). O controle positivo foi adicionado em todos os tratamentos para avaliar a

capacidade de protecéo do corante natural.

Figura 38. Mitocondrias isoladas de figado de rato incubadas com o corante Ery. Da esquerda para direita: controle

| .0 B

negativo; 0,1; 1; 10; 25 e 50 mg/L.

6.4.3 Manutencgao das culturas celulares

Os testes de toxicidade em células humanas foram realizados em linhagens celulares da
American Type Culture Collection (ATCC) obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). Para avaliar a toxicidade do Ery em hepatécitos humanos, foram utilizadas células
imortalizadas de carcinoma hepatocelular humano (HepG2, BCRJ n.° 0103, ATCC n.° HB-
8065). Para avaliar a toxicidade do Ery em células de pele humana (epiderme humana
equivalente), foram utilizadas células imortalizadas de queratindcitos humanos (HaCaT, BCRJ
n.° 0341) e fibroblastos de prepucio humano (HFF-1, BCRJ n.° 0275, ATCC n.° SCRC-1041).

As células humanas foram estocadas em frascos criogénicos contendo soro bovino fetal
(SBF) e dimetil sulféxido (DMSO), e congeladas em nitrogénio liquido. No periodo de
realizacdo dos ensaios, as células foram previamente descongeladas e transferidas para frascos

para cultivo celular estéreis (75 a 150 cm?), contendo o meio de cultivo Dulbecco’s Modified
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Eagle Medium (DMEM) suplementado com SBF e antibioticos, sendo mantidos em atmosfera
Umida a 37°C e 5% de CO> (Tabela 10).

Subculturas celulares foram preparadas quando as culturas atingiam aproximadamente
80% de confluéncia. Neste processo, 0os meios de cultivo eram descartados, as células lavadas
com tampao salino fosfato (PBS) e expostas a tripsina-EDTA em tampéo PSB a 37°C (Tabela
10), para o desprendimento das células pela degradacdo da matriz glicoproteica extracelular
com a acao de enzimas proteoliticas. Apds o desprendimento, as enzimas proteoliticas eram
inativadas com DMEM suplementado, e o contetddo centrifugado (1.500 rpm, 5 min, 25°C). O
precipitado era ressuspendido e subcultivado em frascos de cultivo celular novos. Apds o
desprendimento celular dos frascos, as células foram contadas em Camara de Neubauer para a

obtencdo da quantidade necessaria de células conforme o ensaio realizado.

Tabela 10. Solugdes para cultivo (v/v) e manuten¢do das culturas celulares humanas.

Solugdo de
congelamento

Meio de cultivo

Suplementos

Manutencéo

Desprendimento

HepG2
SBF e DMSO (95:5)

DMEM (4,5 g/L glucose, 4
mM L-glutamina, 1 mM
piruvato de sodio, 1.500
mg/L bicarbonato de sodio)

SBF 10%
Penicilina 1 U/mL
Estreptomicina 1 pg/mL

37°C e 5% de CO;

Tripsina-EDTA 0,1% em
tampédo PBS

HaCaT
SBF e DMSO (9:1)

DMEM (4,5 g/L glucose, 4
mM L-glutamina, 1 mM
piruvato de sddio, 1.500
mg/L bicarbonato de sodio)

SBF 10%
Penicilina 1 U/mL
Estreptomicina 1 pg/mL

37°C e 5% de CO;

Tripsina-EDTA 0,25% em
tampéo PBS

HFF-1
SBF e DMSO (95:5)

DMEM (4,5 g/L glucose, 4
mM L-glutamina, 1 mM
piruvato de sodio, 1.500
mg/L bicarbonato de sodio)

SBF 15%
Penicilina 1 U/mL
Estreptomicina 1 pg/mL

37°C e 5% de CO;

Tripsina-EDTA 0,25% em
tampédo PBS

6.4.4 Exposicao e ensaios em HepG2

As culturas celulares de HepG2 foram preparadas em monocamada, e a exposicéo foi
realizada de forma submersa, com a adicdo do Ery no meio de cultivo. Devido a
lipossolubilidade do Ery, a concentragdo méxima testada foi de 696 mg/L para o teste de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) e 522 mg/L para 0s demais ensaios,
com saturacdo das solugOes testes visivelmente excedida em concentracGes a partir de 435
mg/L. Solugdes estoques do Ery foram preparadas em DMSO e diluidas em meio de cultivo

(DMEM 1%, v/v) imediatamente antes do inicio dos testes. Meio de cultivo e DMSO 1% em
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meio de cultivo (v/v) foram utilizados como controles negativos. Os controles positivos foram

selecionados de acordo com os ensaios realizados.

6.4.4.1 Citotoxicidade pelo teste de MTT

Testes de MTT foram realizados de acordo com Denizot e Lang (1986), para quantificar
a capacidade das células em converter o MTT, de coloracdo amarela, em sal de formazan, de
coloracgdo roxa. Células viaveis séo verificadas pela quantificacdo do sal formado, determinado
em absorbancia. As células foram semeadas em placas para cultura celular de 96 pogos (2 x 10°
células/pogo) contendo 200 pL de solucdo teste cada poco, e mantidas por 24 h em atmosfera
umida a 37°C e 5% de CO.. Apos o periodo, foram realizados os tratamentos dos controles
negativos, do controle positivo carbonoil cianeto m-clorofenilhidrazona (100 puM) e 8
concentracdes do Ery (35, 87, 174, 261, 348, 435, 522 e 696 mg/L) (Figura 39). Os testes foram
realizados em quadruplicatas independentes, e cada tratamento foi realizado com 4 repeticdes,
sendo 1 poco por repeticdo (n=4x4 pocos/tratamento). As placas foram mantidas por 24 h em

atmosfera Umida a 37°C e 5% de CO..

Figura 39. Exposi¢do de células da linhagem HepG2 ao eritrostominona (Ery). Da esquerda para direita: controle
positivo, 696, 35, 261, 174, 87 435, 348 mg/L de Ery, e controle negatlvo

Apo0s 24 h de exposicdo aos tratamentos, as células lavadas com tampédo PBS e expostas
ao MTT (5 mg/mL em tampéo PBS) diluido em DMEM sem vermelho de fenol (9:1, v/v). As
placas foram mantidas por 3 h em atmosfera Umida a 37°C e 5% de CO- para que as enzimas
das células viaveis reduzissem o MTT (amarelo) a sal de formazan (roxo). Para findar a
reducdo, o conteudo dos pogos foi descartado e imediatamente adicionado 200 pL de DMSO
para a extracdo dos sais, juntamente com 20 pL de tampéo glicina (0,2 mol/L em &gua ultrapura,
pH 10,2) para uma melhor solubilizagcdo dos sais formados. DMSO e tampéo glicina foram
utilizados como branco. A leitura espectrofotométrica foi determinada em quadruplicata a 570

nm, em leitor de microplaca (Varian Cary 50MPR UV/-Vis Spectrophotometer, Agilent, EUA).
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A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com as absorbancias do controle
negativo e dos tratamentos com Ery:

A
% Células viaveis = A—t x 100
C

onde A corresponde a absorbancia média do tratamento, e Ac a do controle negativo.

6.4.4.2 Citotoxicidade pelo teste de anexina V / PI

Testes de anexina V / Pl foram realizados de acordo com Zhivotovsky et al. (1999), para
verificar e quantificar a morte celular por apoptose e/ou necrose. As células foram semeadas
em placas para cultura celular de 6 pocos (1 x 10° células/pogo) contendo 3 mL de solucéo
teste, e mantidas por 24 h em atmosfera Umida a 37°C e 5% de CO.. Apos o periodo, foram
realizados os tratamentos dos controles negativos, do controle positivo cisplatina (500 pg/mL)
e 7 concentracOes do Ery (35, 87, 174, 261, 348, 435 e 522 mg/L). Os testes foram realizados
em triplicatas independentes e cada tratamento foi realizado com 3 repeti¢des, sendo 1 pogo por
repeticdo (n=3x3 pocos/tratamento). As placas foram mantidas por 24 h em atmosfera imida a
37°C e 5% de COo.

Apo6s 24 h de exposicdo aos tratamentos, as células foram lavadas com tampédo PBS e
desprendidas da placa com tripsina-EDTA (0,1% em tampdo PBS). As células foram
centrifugadas (1.500 rpm, 5 min, 25°C), ressuspendidas em tampédo PBS gelado e novamente
centrifugadas (1.500 rpm, 5 min, 4°C). O precipitado foi ressuspendido em 100 pL de anexina
V 1% em tampéo de ligagdo (NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl., 1 mM, CaCl, 1,8 mM, HEPES
100 mM, pH 7,4), transferido para tubos de citometria, e incubado por 15 min em gelo. Ap6s o
periodo de incubacéo, foi adicionado 100 pL de iodeto de propidio (PI) 5 pg/mL em tampdo de
ligacdo (v/v) e a leitura foi imediatamente realizada em citdmetro de fluxo (BD FACSCanto™,
BD, EUA).

6.4.4.3 Teste do ciclo celular

Testes do ciclo celular foram realizados de acordo com Crissman e Steinkamp (1973) e
Braylan et al. (1982), para quantificar as células nas fases G1, S e G2/M do ciclo celular. O

teste de ciclo celular baseia-se na marcacdo do DNA celular com intercalante PI, o qual emite
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fluorescéncia vermelha. Células nas fases de mitose (G2/M) emitem o dobro de fluorescéncia
do que aquelas em fase de crescimento celular (G1), e células em fase de duplicacdo de DNA
(S) emitem fluorescéncia intermediaria. As células foram semeadas em placas para cultura
celular de 6 pogos (1 x 10° células/pogo) contendo 3 mL de solucéo teste, e mantidas por 24 h
em atmosfera imida a 37°C e 5% de CO.,. Ap0s o periodo, foram realizados os tratamentos dos
controles negativos, do controle positivo cisplatina (500 pg/mL) e 5 concentragdes do Ery (87,
174, 261, 348, 435 e 522 mg/L) (Figura 40). Os testes foram realizados em triplicatas
independentes, e cada tratamento foi realizado com 3 réplicas, sendo 1 poc¢o por réplica (n=3x3
pocos/tratamento). As placas foram mantidas por 24 h em atmosfera imida a 37°C e 5% de
COa.

Apbs 24 h de exposicdo aos tratamentos, as células foram lavadas com tampéao PBS e
desprendidas das placas com tripsina-EDTA (0,1% em tampdo PBS). As células foram
centrifugadas (1.500 rpm, 6 min, 25°C), ressuspendidas em tampédo PBS gelado e novamente
centrifugadas (1.500 rpm, 6 min, 4°C). O precipitado foi ressuspendido em 100 pL de tampé&o
PBS e 2 mL de etanol 70% gelado, e incubado por 24 h a —20°C. Apos o periodo de incubacéo,
as amostras foram centrifugadas (1.500 rpm, 4 min, 25°C), ressuspendidas em 1 uL de RNase
0,3% em PBS gelado (v/v) e incubadas por 30 min no escuro, em atmosfera Umida a 37°C e 5%
de CO2. Apds o tempo de incubacdo, as amostras foram resfriadas e acrescentadas a 164 pL de
High Fluorescence Solution (HFS) (citrato de sodio 0,1%, Triton 0,1%, Pl 5 pg/mL),
transferidas para tubos de citometria, e incubadas por 1 h em gelo. A leitura foi imediatamente
realizada em citdmetro de fluxo (BD FACSCanto™, BD, EUA).

Figura 40. Exposic¢éo de células da linhagem HepG2 ao eritrostominona (Ery) em placas para cultura celular de 6
pocos, durante 24 h. Da esquerda para direita: controle negativo, 87, 174, 261, 348 e 522 mg/L de Ery.
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6.4.4.4 Genotoxicidade pelo ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com Ostling e Johanson (1984) com
adaptacdes de Singh et al. (1988) para detectar lesdes no DNA, quantificadas pela intensidade
de fragmentos de DNA migrados durante a corrida eletroforética, apos a sua desnaturagdo. As
células foram semeadas em placas para cultura celular de 24 pogos (2 x 10° células/pogo)
contendo 2 mL de solucdo teste, e mantidas por 24 h em atmosfera imida a 37°C e 5% de CO..
Apbs o periodo, foram realizados os tratamentos dos controles negativos, do controle positivo
metil metanosulfonado (20 uM) e 7 concentragdes do Ery (35, 87, 174, 261, 348, 435 e 522
mg/L) (Figura 41). Os testes foram realizados em triplicatas independentes, e cada tratamento
foi realizado com 1 repeticdo (n=3). As placas foram mantidas por 4 h em atmosfera Umida a
37°C e 5% de COa.

Figura 41. Exposicao de células da linhagem HepG2 ao eritrostominona (Ery). Da esquerda para direita, de cima
para baixo: controle positivo, controle negativo, 35, 87, 174, 261, 348, 435 e 522 mg/L de Ery.

s

Apos 4 h de exposicdo aos tratamentos, as células foram lavadas com tampdo PBS e
desprendidas da placa com tripsina-EDTA (0,1% em tampdo PBS). As células foram
centrifugadas (1.500 rpm, 5 min, 25°C) e ressuspendidas em 150 pL de agarose de baixo ponto
de fusdo (UltraPure™ Low Melting Point, 0,5% em &gua ultrapura) a 37°C. A viabilidade
celular dos tratamentos e dos controles foi avaliada em 20 L da suspensao celular pelo método
de exclusdo com o corante Azul de Tripano (0,25% em tampao PBS). Laminas previamente
pré-gelatinadas com agarose normal (UltraPure™ Agarose 1,5% em tamp&o PBS) receberam
75 pL da suspenséo celular. As I[aminas foram cobertas com laminulas para a distribuicdo das
células por toda a area laminar, e foram mantidas a 4°C por 10 min. Apos o enrijecimento da

agarose de baixo ponto de fusdo, as laminulas foram removidas e as ldaminas foram incubadas
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em solucdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, DMSO 10% e Triton X-100 1%,
pH 10) por 2 h a 4°C. Apds o periodo, as ldminas foram transferidas para cuba de eletroforese
preenchida com tampdo de eletroforese (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH > 13) e incubadas
por 20 min para a desnaturacdo do DNA. A corrida eletroforética foi realizada na mesma
solucéo, por 20 min a 1 V/cm e 300 mA. Ao terminar, as laminas foram incubadas em tamp&o
de neutralizacdo (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 min, e desidratadas em etanol por 5 min.

As laminas foram coradas com brometo de etidio (20 pg/mL) e examinadas em
microscopio de fluorescéncia (Eclipse E-200, Nikon, Japdo) com filtro de excitacdo de 510-550
nm e filtro de barreira de 570 nm. Os danos no DNA foram quantificados como intensidade de
DNA na cauda (Tail Intensity), utilizando o software Comet IV (verséo 4.3, Perceptive
Instruments Ltda). Foram analisados 100 nucleos selecionados aleatoriamente de duas laminas

por tratamento.

6.4.4.5 Mutagenicidade pelo teste de micronicleo

Os testes de micronucleo foram realizados de acordo com Natarajan e Darroudi (1991)
adaptado, para verificar o potencial mutagénico. As células foram semeadas em frascos para
cultivo celular (25 cm?) (5 x 10° células/frasco) contendo 5 mL de solucdo teste, € mantidas em
atmosfera umida por 24 h a 37°C e 5% de CO». Ap0s o periodo, foram realizados os tratamentos
dos controles negativos, do controle positivo metil metanosulfonado (15 pg/mL) e 7
concentracdes do Ery (35, 87, 174, 261, 348, 435 e 522 mg/L) (Figura 42). Os testes foram
realizados em triplicatas independentes e cada tratamento foi realizado com 1 repetigdo (n=3x1
frasco/tratamento). Os frascos foram mantidos por 20 h em atmosfera imida a 37°C e 5% de
COa.

Apos 20 h de exposicdo aos tratamentos, as células foram lavadas com tampédo PBS e
incubadas com 50 pL de citocalasina B (3 pg/mL em meio de cultivo) em 5 mL de meio de
cultivo por 28 h a 37°C para bloquear a citocinese e gerar um acimulo de células binucleadas.
Apbs o periodo, as células foram lavadas com tampdo PBS e desprendidas dos frascos com
tripsina-EDTA (0,1% em tampédo PBS). As células foram centrifugadas (1.500 rpm, 5 min,
25°C) e ressuspendidas durante 5 min em 5 mL de solugéo hipotonica de citrato de sodio gelada
(1% em A&gua ultrapura, m/v) para intumescer as células e facilitar a visualizacdo de

microndcleos. A interrupcdo do entumescimento foi realizada com a adi¢cdo de 20 pL de
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formaldeido. As células foram centrifugadas (1.500 rpm, 5 min, 25°C) e o precipitado foi fixado
com 5 mL de solugdo de metanol/acido acético (3:1 v/v). As células foram novamente
centrifugadas (1.500 rpm, 5 min, 25°C) e 50 uL do precipitado foi adicionado a lamina

previamente lavada e coberta com filme de agua.

Figura 42. Exposicao de células da linhagem HepG2 ao eritrostominona (Ery). Da esquerda para direita, de cima
para baixo: controle negativo, 35, 87, 174, 261, 348, 435 e 522 mg/L de Ery e controles positivos.

As laminas foram coradas com laranja de acridina (0,01 g/mL em tampdo PSB) e
analisadas em microscopio éptico (Eclipse E-200, Nikon, Japdo). O potencial mutagénico foi
quantificado pela frequéncia de micronucleos (MN) em 1.000 células binucleadas (BN) e pela
frequéncia de células BN com MN em 1.000 células (mononucleadas, binucleadas, trinucleadas
ou tetranucleadas). O indice de Divisdo Nuclear (IDN) também foi calculado. Os critérios para
contagem das células foram membranas plasmaticas e ndcleos intactos, e MN com morfologia
e coloracdo idénticas aos nucleos principais, com didmetro de 1/16 a 1/3 dos nucleos principais,
de acordo com Fenech (2007).

6.4.5 Exposi¢ao e ensaios em Epiderme Humana Equivalente (EHE)

Ao atingirem 80% de confluéncia, as HaCaT foram semeadas em insertos de cultura
Corning Transwell® (2,5 x 10° células/inserto em 1 mL de meio de cultivo) previamente
revestidos com colageno IV (0,03 mg/mL em meio de cultivo sem SBF, v/v), e alocados em
placas para cultura celular de 12 pogos. As placas foram mantidas por 48 h em atmosfera imida
a 37°C e 5% de CO..
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Nas etapas subsequentes, foi utilizado o meio de cultivo DMEM e HAM (3:1, v/v)
suplementado com insulina 5 pg/mL, hidrocortisona 0,4 pg/mL, apotransferrina 5 pg/mL,
toxina colérica 0,1 nM, TGF-a 2 ng/mL, EGF 1 ng/mL e 5% de meio de cultivo condicionado
de culturas de HFF-1 com 80% de confluéncia. Apés o periodo de incubacéo, os insertos foram
transferidos para placas de 6 pogos deep well (Corning® BioCoat) contendo 9 mL de meio de
cultivo e as células foram mantidas em interface ar-liquido sobre cell strainer de 100 um (Figura
43). As placas foram mantidas por 13 dias em atmosfera Umida a 37°C e 5% de CO2. Ao
atingirem o 13° dia, as placas foram transferidas para incubadora com baixa umidade a 37°C e
5% de COz, e foram mantidas até o 16° dia. O meio de cultivo foi substituido a cada 2 dias. Ao
final, as analises histoldgicas (Figura 44) foram realizadas em parceiria com o Laboratério de
Histotecnologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), USP.

A exposicdo das EHE foi realizada topicamente, com a adi¢do do Ery diretamente sobre
a EHE para os testes de MTT e em solucdo de acetona para os ensaios do cometa. Os controles

negativos e positivos foram selecionados de acordo com os ensaios realizados.

Figura 43. Inserto com epiderme sobre cell strainer (100 um) em placa de 6 pocos deep well (Corning® BioCoat).

Figura 44. Estrutura estratificada da epiderme humana equivalente (EHE) construida com queratinécitos humanos
imortalizados (HaCaT) sobre membrana do inserto. Anélise histolégica em cortes de parafina (8 um, coloragdo
H.E.). Aumento de 40x.
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6.4.5.1 Citotoxicidade pelo teste de MTT

Testes de MTT foram realizados de acordo com a OECD Guideline 439 (2015) adaptada,
para quantificar a capacidade dos queratinocitos em converter o MTT em sal de formazan e,
consequentemente, a viabilidade celular. As EHE foram transferidas para placa para cultivo
celular de 12 pogos contendo 2 mL de meio de cultivo a 37°C cada pogo. Foram realizados 0s
tratamentos do controle negativo em tamp3o PBS (26 pL/cm?), do controle positivo dodecil
sulfato de sodio (5% em agua estéril, 26 pL/cm?) e do Ery (26 mg/cm?) com o auxilio de uma
espéatula curva (Figura 45). Adicionalmente, foi realizado o tratamento do controle de cor ndo
especifica (CNE) com o Ery, sendo posteriormente incubado com meio de cultivo em vez de
solucdo de MTT. Nos tratamentos com o Ery, as EHE foram umidificadas com tampédo PBS
(26 pL/cm?) antes da aplicacio para uma melhor ades3o do solido sobre a EHE. Os testes foram
realizados em triplicatas independentes, e cada tratamento foi realizado com 3 repeti¢des, sendo
1 EHE por repetigdo (n=3%3 EHE/tratamento), exceto o CNE com 1 repetigé&o.

Figura 45. Tratamento tdpico das epidermes humanas equivalentes. A: controle negativo com 26 plL/cm? de
tdmpao PBS. B: tratamento com 26 pg/cm? de eritrostominona. C: modelos expostos aos tratamentos.
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Figura 46. Lavagem das epidermes humanas equivalentes ap6s 15 min de exposi¢do aos tratamentos. A e B:
modelos lavados com tamp&o PBS e acetona. C: Secagem com swab.
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Apo6s 15 min de exposicdo, as EHE foram lavadas 3 vezes com 1 mL de acetona, seguida
de 20 lavagens com 1 mL de tampéo PBS com o auxilio de uma pipeta dispensadora de volume
fixo acoplada a seringa de 50 mL e secas em papel filtro e swab estéril (Figura 46). As
aplicacdes dos tratamentos foram realizadas com 1 min de intervalo entre cada EHE, para que

a lavagem dos tratamentos fosse realizada a tempo.

De acordo com a OECD Guideline 439 (2015), as EHE devem ser incubadas meio de
cultivo por 42 h ap6s a exposicdo e lavagem dos modelos, para que as células possam se
recuperar de efeitos citotoxicos leves e para o aparecimento de efeitos citotoxicos irreversiveis,
fundamentais na classificacdo da substancia em irritante (viabilidade celular < 50%) ou néo-
irritante (viabilidade celular > 50%). Todavia, em nossos testes preliminares, o corante ndo foi
totalmente retirado da superficie da EHE apds as lavagens com tampéo PBS, o que prolongou
a exposicdo parcial por mais 42 h e inviabilizou o teste (Figura 47). Desta forma, adaptamos a
Guideline e avaliamos somente os efeitos citotoxicos causados pelo Ery no tempo de 15 min de
exposicdo. Portanto, apos a incubacéo, as EHE foram diretamente transferidas para placas de
cultura celular de 12 pocos contendo 2 mL de MTT (1 mg/mL em meio de cultivo) e incubadas
por 3 h em atmosfera umida a 37°C e 5% de CO.. Em seguida, as EHE foram lavadas em tamp&o
PBS e secas com papel filtro. O sal de formazan foi extraido com a transferéncia das EHE para
placas para cultura celular de 12 pogos contendo 2 mL de isopropanol em cada pogo e 1 mL de
isopropanol no interior dos insertos. As placas foram vedadas com Parafilm M® e incubadas

overnight no escuro em agitador automatico (aproximadamente 120 rpm).

No dia seguinte, os insertos foram furados com agulhas descartaveis (20 x 0,9 mm) para
permitir a passagem do isopropanol do interior dos insertos para 0s po¢os, e descartados. Foram
transferidos 200 pL de isopropanol (branco) e 200 uL de cada solucdo de extragédo
homogeneizada para placas para cultura celular de 96 pocos, e imediatamente determinada a
leitura espectrofotométrica em quadruplicata a 570 e 600 nm, para verificar interferéncias do

corante na cor, utilizando leitor de microplaca (Shimadzu RF-5301pc spectrofluorimeter).

A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com as absorbancias do controle

negativo e dos tratamentos com Ery:
. .
% Células viaveis = T X 100
C

onde A corresponde a absorbancia média do tratamento, e Ac a do controle negativo.
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Figura 47. Epidermes humanas equivalentes apés a incubagdo ao MTT. A lavagem insuficiente dos modelos ap6s
a exposicdo ao eritrostominona, seguida da incubagdo por 42 h e incubacdo com o MTT, causou a exposi¢éo
prolongada ao corante e inviabilizou o teste. A: controle negativo com tampéao PBS. B: exposi¢cdo ao Ery (20
lavagens com tampéo PBS). C: exposicdo ao Ery (4 lavagens com acetona + 20 lavagens com tampao PBS).

6.4.5.2 Genotoxicidade pelo ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com Reus et al. (2013), para detectar lesGes
no DNA. As EHE foram transferidas para placa para cultura celular de 12 pocos contendo 2
mL de meio de cultivo a 37°C cada pogo. Foram realizados os tratamentos do branco (sem
tratamento), do controle negativo com acetona (16 pL/cm?), do controle positivo metil
metanosulfonado (5 pg/cm? em 16 pL tampdo PBS/cm?) e do Ery (1, 10 e 100 mg/mL em 16
uL acetona/cm?) (Figura 48). Os testes foram realizados em triplicadas independentes, e cada
tratamento foi realizado com 1 repeticdo (n=3). As placas foram mantidas em atmosfera Umida
por 3 h em atmosfera imida a 37°C e 5% de CO..

Apbs 3 h de exposicdo aos tratamentos, as EHE foram submergidas em 5 mL de tampéo
PBS por 15 min em placas de cultura celular de 12 poc¢os, e em 5 mL de 0,1% EDTA em tampéo
PBS (p/v) por mais 15 min. Em seguida, as EHE foram removidas dos insertos com o auxilio
de um bisturi e um forceps, e incubadas em tripsina 0,25%, EDTA 0,1% (1 mL no pogo e 0,5
mL no interior do inserto) por 15 min a 37°C. Apds o periodo, as enzimas foram inativadas com
meio de cultivo suplementado com 10% de SBF, e as soluc¢des foram homogeneizadas 8 vezes
com pipeta Pasteur para o isolamento das células. O conteudo foi filtrado (cell strainer de 40
pm) e centrifugado (1.000 rpm, 5 min, 25°C). O precipitado foi ressuspendido em 150 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (UltraPure™ Low Melting Point, 0,5% em &gua ultrapura) a

37°C. A viabilidade celular dos tratamentos e dos controles foi avaliada em 20 pL da suspenséo
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celular pelo método de exclusdo com o corante Azul de Tripano (0,25% em tampdo PBS).
Laminas previamente pré-gelatinadas com agarose normal (UltraPure™ Agarose 1% em
tampé&o PBS) receberam 70 L da suspensdo celular. As laminas foram cobertas com laminulas
para a distribuicdo das células por toda a area laminar, e foram mantidas a 4°C por 10 min. Apds
0 enrijecimento da agarose de baixo ponto de fusdo, as laminulas foram removidas e as ldminas
foram incubadas em solugé&o de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM e Triton X-100
1%, pH 10) overnight a 4°C.

Figura 48. ExposicBes das epidermes humanas equivalentes aos tratamentos. A: branco. B: controle negativo com
16 pL/cm?de acetona. C: controle positivo com 5 pg/cm? metil metanosulfonado. D: 1 mg/mL de eritrostominona.
E: 10 mg/mL de eritrostominona. F: 100 mg/mL de eritrostominona.

r‘ — = 7 e 3 3

No dia seguinte, as laminas foram transferidas para cuba de eletroforese preenchida com
tampdo de eletroforese (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH > 13) e incubadas por 20 min para
a desnaturacdo do DNA. A corrida eletroforética foi realizada na mesma solugéo, por 30 min a
1 V/cm e 300 mA. Ao terminar, as ldaminas foram incubadas em tampé&o de neutralizagdo (Tris
0,4 M, pH 7,5) por 5 min e desidratadas em etanol por 5 min. As ldaminas foram coradas com
brometo de etidio (20 pg/mL) e examinadas em microscopio de fluorescéncia (Eclipse E-200,
Nikon, Japdo) com filtro de excitagdo de 510-550 nm e filtro de barreira de 570 nm. Os danos
no DNA foram quantificados como intensidade de DNA na cauda (Tail Intensity), utilizando o
software Comet IV (verséo 4.3, Perceptive Instruments Ltda). Foram analisados 100 ndcleos

selecionados aleatoriamente de trés ldminas por tratamento.
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6.4.6 Andlises Estatisticas

Apobs verificar a distribuicdo e variancia dos dados (normalidade e homocedasticidade)
com os testes de Shapiro-Wilk and Levene Median, respectivamente, One-way ANOVA foi
aplicada para dados do modelo HepG2, seguido do teste de Dunnett (nivel de significancia de
5%) para verificar diferencas significativas entre os tratamentos e o0s respectivos controles
negativos, e test t (nivel de significancia de 5%) para verificar diferencas entre as médias dos
tratamentos e controles dos dados de EHE. No caso da normalidade e/ou homocedasticidade
falhar, foi aplicada ANOVA on ranks (Kruskall-Wallis). Os dados foram analisados no software
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California, USA), e os valores de

Concentracédo de Efeito Observado (CEO) foram definidos.

6.5 Resultados
6.5.1 Protecdo ao estresse oxidativo

Os resultados mostraram que o Ery reduziu a formacdo de DCF no interior das
mitocondrias, de forma diretamente proporcional a concentracdo de EROs no interior da
mitocondria (Figura 49). Portanto, o Ery possui a capacidade de proteger as mitocondrias dos
danos oxidativos gerados pelas EROs.

Figura 49. Efeito de protecdo ao estresse oxidativo do eritrostominona (Ery) em mitocOndrias expostas a 300
umol/L de t-butil-hidroperoxido (t-BOOH). O t-BOOH foi adicionado em todos os tratamentos, exceto no branco
(0), para avaliar a capacidade de protecéo do eritrostominona. Tratamentos das mitocondrias com a adigdo do Ery
(mg/L). UFA: unidades arbitrarias de fluorescéncia.
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6.5.2 Viabilidade celular

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para HepG2 e EHE expostas
ao Ery estdo apresentados na Tabela 11. Especificamente sobre o modelo HepG2, os resultados
mostraram que o Ery reduziu significativamente a viabilidade celular em 24% em
concentragdes a partir de 261 mg/L (Figura 50A e B), apresentando 3-h CEso de 413,69 mg/L
(386,75—442,50). Por outro lado, o Ery ndo reduziu a viabilidade celular de EHE na
concentragéo de 26 pg/cm? (Figura 50C e D).

Tabela 11. Valores da CEO (mg/L) e resultados da ANOVA do eritrostominona (Ery) para a linhagem celular
HepG2.

Teste Parametro Ery
CEO CEso ANOVA
MTT
HepG2 Viabilidade 261 413,69 (386,75—442,50) Fe93=99  p<0,0001
EHE celular - - t16=0,07 p=0,4725
Anexina 'V / Pl
Necrose - - F@72=0,86  p=0,5551
Apoptose 35 - Fs:60=8,4 p<0,0001
HepG2 Apop+Necr 522* - Fees=6,0  p<0,0001
Invidveis 87 - F72=8,9  p<0,0001
Ciclo celular
Fase G1 87 - Fi45=6,7  p=0,0001
HepG2 Fase S - - Fesy=2,7  p=0,0739
Fase G2/M 87 - Fes50=3,8  p=0,0043
Ensaio do cometa
HepG2 Quebras do - - Fri6=1,7  p=0,1729
EHE DNA - - F@8=0,85 p=0,5063
Microntcleo
IDN 261 Fr16=3,9  p=0,0111
HepGZ fMN - - F(7;1s)=1,6 p=0,2088
fan-mn - = Fri6=19 p=0,1321

—nenhum efeito significativo.
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Figura 50. Teste de MTT. A,C: Extracdo de sais de formazan reduzidos por HepG2 e EHE, respectivamente,
expostas ao eritrostominona (Ery). B,D: Viabilidade celular de HepG2 e EHE, respectivamente, expostas ao Ery.
B: Valores brutos. *Teste de Dunnett p<0,05, diferenga significativa comparada ao controle. D: Valores
representados em porcentagem das médias + desvio padrdo. CNE: controle de cor ndo especifica sem adi¢do de
MTT; CP: controle positivo.
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6.5.3 Morte celular

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para HepG2 expostas ao Ery
estdo apresentados na Tabela 11. O Ery ndo induziu processos de necrose isolados (Figura 51A),
entretanto, houve um aumento significativo de células em apoptose em concentracfes a partir
de 35 mg/L (Figura 51B), com a diminuicdo significativa da viabilidade celular em
concentragbes a partir de 87 mg/L (Figura 51C), e celulas em apoptose e necrose
simultaneamente aumentaram significativamente na maior concentracdo testada de 522 mg/L
(Figura 51D).
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Figura 51. Comparacéo de células HepG2 expostas ao eritrostominona em (A) necrose, (B) apoptose, (C) viaveis
e em (D) necrose e apoptose, pelo teste de anexina V/PI. Valores representados em porcentagem das médias + erro
padrdo. *Teste de Dunnett p<0,05, diferenca significativa comparada ao controle.
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6.5.4 Ciclo celular

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para HepG2 expostas ao Ery
estdo apresentados na Tabela 11. Em geral, as HepG2 do controle e tratamentos predominaram
na fase S, seguida pela fase G1 e G2/M. Houve um aumento significativo na quantidade de
células HepG2 expostas ao Ery na fase G2/M, e uma reducao na fase G1. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa na quantidade de células expostas ao Ery na fase S, comparada ao
controle (Figura 52).

Figura 52. Comparagdo das médias de células HepG2 expostas ao eritrostominona (Ery) nas fases do ciclo celular
G1, S e G2/M pelo teste de ciclo celular.Valores representados em porcentagem =+ erro padrao.
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6.5.5 Genotoxicidade

Os valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para HepG2 e EHE expostas
ao Ery estdo apresentados na Tabela 11. O parametro selecionado para quantificar os danos foi
a intensidade de DNA na cauda (Tail Intensity), formada durante a corrida eletroforética (TICE
et al., 2000). O Ery ndo induziu efeitos genotdxicos significativos em todos os tratamentos

realizados na HepG2 e na EHE, comparados aos respectivos controles (Figura 53 e Figura 54).

Figura 53. Comparacao das médias de intensidade de DNA na cauda (Tail intensity) pelo ensaio do cometa
realizado em células HepG2 (A) e epiderme humana equivalente (B) expostas ao eritrostominona (Ery).
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Figura 54. Migracdo do DNA no ensaio do cometa. Quantificagdo do DNA na cabega e cauda dos nucleos em
células HepG2 (A-C) e epidermes humanas equivalentes (D-F). A,D: controles negativos em DMSO (1% em meio
de cultivo) e acetona, respectivamente. B,E: modelos expostos a 522 mg/L e 10 mg/mL de eritrostominona,
respectivamente. C,F: controles positivos em metil metanosulfonado a 20 uM e 5 pg/cm?, respectivamente.
Quantificacdo realizada pelo software Comet Assay IV. Aumento 40 x. Fonte: proprio autor.
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6.5.6 Mutagenicidade

O potencial mutagénico foi determinado pela frequéncia de MN em 1.000 células BNs
(fvn), frequéncia de células BNs com MN em 1.000 células (fsn-mn) (FENECH, 2007). Os
valores calculados das CEO e os resultados da ANOVA para HepG2 expostas ao Ery estdo
apresentados na Tabela 11. O Ery ndo aumentou significativamente a fun e fen-vn em células
HepG2, comparadas ao controle (Tabela 12, Figura 55). De acordo com os valores obtidos para
o IDN, o corante Ery apresentou resposta citostatica a partir da concentracdo 261 mg/L, onde

as células inibiram a multiplicacao celular em aproximadamente 40%.

Figura 55. Células HepG2 coradas com laranja de acridina. A: controle negativo, B: 435 mg/L de eritrostominona,
C-D: controle positivo. Setas: micronicleo. Aumento 40 x. Fonte: préprio autor.

Tabela 12. Comparagdo das meédias (+ erro padrdo) da frequéncia de micronucleo (MN) em mil células
binucleadas (BN) (fun), frequéncia de células BN com MN (fen-sn) em mil células, e Indice de Divisdo Nuclear
(IDN) de células HepG2 expostas ao eritrostominona (Ery).

Ery (mg/L) fvn fan-mn IDN

0 0,02 + 0,01 200 + 0,71 1,79 + 0,13
35 0,02 + 0,00 163 + 0,46 1,58 + 0,01
87 0,03 + 0,01 265 + 0,78 1,66 + 0,02
174 0,02 + 0,02 230 + 1093 1,58 + 0,01
261 0,02 + 0,01 198 + 0,63 1,10 + 0,50*
348 0,04 + 0,01 336 + 0,77 1,11 + 047*
435 0,02 + 0,01 232 + 0,71 1,13 + 0,49*
522 0,03 + 0,02 339 £ 194 1,01 + 0,68*

*Teste de Dunnett p<0,05, diferenca significativa comparada ao controle.

6.6 Discussao

O corante natural eritrostominona possui potencial aplicacdo em industrias como uma
alternativa aos corantes sintéticos. O Ery mostrou a capacidade de reduzir a formacéo de EROs
no interior das mitocdndrias, uma caracteristica comum a muitas moléculas antioxidantes da

classe das quinonas (KITTAKOORP et al., 1999; XIAO; ZHONG, 2007; KUWAHARA et al.,
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2009; ZHOU et al., 2012; ANANTHARAMAN et al., 2014; SILVA et al., 2014). Entretanto, a
toxicidade deste corante para células humanas é pouco conhecida. Neste trabalho, toxicidade
do Ery foi avaliada para dois modelos, em culturas de hepatocitos de carcinoma humano da
linhagem HepG2, e em epiderme humana equivalente (EHE), com morfologia similar ao tecido
humano. Foi observado que o Ery € pré-apoptético para HepG2, mas ndo induz efeito
genotdxico e mutagénico. Por outro lado, o Ery ndo reduz a viabilidade celular e nem apresenta

potencial genotéxico para o modelo EHE nas condicdes especificas testadas.

A citotoxicidade do Ery foi avaliada por diferentes métodos em HepG2, e os resultados
mostraram diferentes respostas. A primeira anélise realizada com o teste de MTT indicou a
capacidade das HepG2 expostas ao corante em reduzir o MTT em quantidades semelhantes aos
controles, efeito diretamente proporcional a quantidade de enzimas desidrogenases
mitocondriais vidveis no interior das células. Entretanto, os efeitos pré-apoptoticos do Ery em
HepG2 se iniciaram em concentracfes até 7,5 vezes abaixo daquelas capazes de diminuir a
viabilidade das mitocéndrias desidrogenases. O Ery apresentou efeitos pro-apoptéticos em
HepG2 como principal mecanismo de morte celular, com necrose detectada apenas na condi¢éo

de solucdo com saturacdo excedida.

Sabe-se que 0 processo apoptdtico é um mecanismo de morte celular programada das
células para manter a homeostase, e 0 seu desequilibrio pode ser induzido via extrinseca por
estressores extracelulares, ou via intrinseca por sinalizagdes intracelulares, como o estresse
oxidativo (GALLUZZI et al., 2012). Diversos estudos em compostos fendlicos naturais
estabeleceram uma relacdo entre os efeitos pro-oxidantes e a ativacdo da apoptose via
intrinseca. Estes compostos séo capazes de induzir o sistema antioxidante endégeno em tecidos
normais, entretanto induzem a apoptose em células de rapida proliferacdo como protecdo a
danos carcinogénicos (LAUGHTON et al., 1989; OHSHIMA et al., 1998; FENG et al., 2007;
WANG; STONER, 2008; LAMBERT, ELIAS, 2010; ANANTHARAMAN et al., 2014). Estas
atividades sao estimuladas por varias quinonas colorantes naturais, como as antraquinonas aloe-
emodina, B-lapachona, damnacanthal, danthron, emodina e reina, e as naftoquinonas juglona e
chiconina (ANANTHARAMAN et al., 2014). Assim, o aumento gradual do nimero de células
apoptoticas em HepG2, uma célula proveniente de carcinoma hepético, pode estar associado ao
efeito pro-oxidante especifico em células de répida proliferagdo, ao contrario do efeito
antioxidante em mitocondrias hepaticas de ratos normais, o que contribuiria para elevar o seu
valor agregado. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos que elucidem os mecanismos pré- e

pré-apoptéticos do Ery em diferentes modelos celulares.
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Apesar do potencial pré-apoptotico do Ery, ele ndo induziu danos no DNA e nem
mutacdes cromossdmicas durante a divisdo celular de HepG2. Estas respostas se destacam,
visto que muitos corantes sintéticos azo apresentam potencial genotoxico e mutagénico para as
células HepG2 (CHEQUER et al., 2009; FERRAZ et al. 2011; FERRAZ et al. 2012; ZANONI
et al., 2014; TAFURT-CARDONA et al., 2015), dentre eles o BR51, que induz danos
genotdxicos e mutagénicos em concentracfes extremamente abaixo das utilizadas pela industria
de cosméticos em formulacdes de tinturas de cabelo (ZANONI et al., 2014; TAFURT-
CARDONA et al., 2015). Corantes sintéticos de outras classes que ndo a azo também
apresentam potencial genotoxico e mutagénico para HepG2, como o eritrosina B, um derivado
de fluorona utilizado em inddstrias cosméticas, farmacéuticas e alimenticias (CHEQUER et al.,
2012). Estes efeitos adversos caracterizam o perigo de muitos corantes sintéticos a saude
humana, especialmente aqueles com a estrutura nitroaromatica na molécula que induzem
modificagdes no DNA (KILINC; KILINC, 2005; TAFURT-CARDONA et al., 2015).

O Ery também mostrou ser um bloqueador da diviséo celular das HepG2, sem alterar a
sintese de DNA. Ele causou um acumulo de células em fase de mitose e G2, intervalo entre a
duplicacdo do DNA e a mitose, 0 que gerou um atraso na quantidade de células em fase de
crescimento com elevada taxa metabdlica devido a grande quantidade de proteinas e enzimas
sintetizadas (GARRETT et al., 2001). Este acimulo de células na mitose e reducdo de células
em crescimento demonstra que as células reduziram a proliferacdo e, consequentemente, causou
um atraso no ciclo celular, uma resposta caracteristica de células em condi¢des de estresse e
diretamente relacionada a um aumento de morte celular (PIETENPOL; STEWART, 2002). Em
concentracgdes elevadas, o Ery reduziu a proliferacdo celular de HepG2 quantificada pelo ensaio
do micronucleo. Entretanto, considerando que os dados do ensaio do micronutcleo séo obtidos
pela contagem visual de células em microscépio éptico, as analises do ciclo celular baseadas
na marcacdo estequiométrica do DNA celular com o intercalante Pl mostraram ser mais
sensiveis, uma vez que as respostas correspondem a quantidade de DNA presente na célula
(BERTOLI et al., 2013).

Considerando a toxicidade para o modelo de EHE, o Ery ndo foi citotdxico e nem
apresentou potencial genotoxico para as células da epiderme apos exposi¢des de curta duragdo
que detectam efeitos citotoxicos, porém passiveis de reparo. Os possiveis efeitos irreversiveis
causados pela irritacdo cutanea ndo foram quantificados devido a incompatibilidade do corante
ao método descrito (OECD Guideline 439, 2015), uma vez que o Ery ndo foi totalmente

removido da superficie da epiderme apds sucessivas lavagens. A limitada variedade de
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solventes que podem ser aplicados sobre a epiderme humana reconstruida ou equivalente sem
alterar a sua integridade dificulta a aplicacéo e remog&o de substancias hidrofobicas dispersas

em solventes organicos.

Além disso, de acordo com as analises morfolédgicas da EHE, o estrato corneo apresentou
falhas na sua formacdo, o que pode ter favorecido a rapida penetracdo do corante, com dificil
remocao apds as lavagens. Durante o periodo de interface ar-liquido, os aspectos macroscépicos
da superficie epitelial mudaram gradativamente para uma aparéncia seca e opaca. Entretanto,
histologicamente, os queratindcitos formaram uma fica camada do estrato corneo sobre o
estrato granuloso. O estrato cdrneo, em particular, tem a importante funcéo de barreira apés a
diferenciacdo terminal dos queratinécitos, sendo formado por células desprovidas de ndcleo
acumuladas na ultima camada da epiderme. Embora existam resultados promissores com uso
de linhagens ndo primarias na construcdo de epidermes, a estratificacdo das HaCaT para formar
o epitélio corneificado ainda é limitada (BOELSMA et al., 1999; SCHOOP et al, 1999; STARK
et al. 2004; BROHEM et al., 2010; BOROWIEC et al., 2013; LABOUTA et al, 2013;
OKUGAWA; HIRAI, 2013; MATHES et al., 2014; JUNG et al. 2016).

6.7 Conclusao

Nossos resultados mostraram que o corante natural Ery tem capacidade antioxidante para
mitocdndrias hepaticas de rato, mas € pro-apoptético para as células de hepatocarcinoma
humano (HepG2). O efeito é acompanhado por um atraso no ciclo celular, em particular na fase
da mitose (G2/M), reduzindo a proliferacdo celular. Por outro lado, o Ery ndo apresentou
potencial genotdxico e mutagénico para estas células nas condicdes testadas. Adicionalmente,
ndo foram observados efeitos de citotoxicidade e genotoxicidade em modelo de epiderme
humana 3D construido a partir de células imortalizadas de queratindcitos humanos (HaCaT).
Em sintese, n6s concluimos que o Ery pode ser um composto com aplicabilidade industrial,
entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar os mecanismos e vias de sua

capacidade antioxidante e pro-apoptotica.
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7.1 DISCUSSAO GERAL

Os corantes sintéticos sdo amplamente distribuidos por todo o0 mundo, no entanto, suas
propriedades tdéxicas permanecem mal compreendidas para o ambiente, 0 que gera
preocupacdes como contaminantes emergentes. Assim, a busca por corantes naturais menos
toxicos tem aumentado. Neste trabalho, nds mostramos que o corante natural Ery, um composto
de coloragdo vermelha extraido de fungos com potencial aplicabilidade em industrias, e 0
corante azo sintético BR51, um composto com comprovado potencial genotdxico e mutagénico
para 0s humanos (EU SCCS/1436/11, 2011; ZANONI et al., 2014; TAFURT-CADORNA et

al., 2015), sdo toxicos para 0s organismos aquaticos D. magna e zebrafish.

Em sintese, os corantes Ery e BR51 reduziram o consumo de energia em embrides de
zebrafish em niveis bioquimicos, o qual foi associado a diminui¢do na atividade locomotora
das larvas e as alteracdes morfologicas observadas no saco vitelinico de maior tamanho,
possivelmente devido a uma deformidade ou atraso na absorcdo do vitelo (ABE et al., 2017a).
Apesar da menor quantidade de energia consumida, os embrides elevaram a atividade do
sistema de detoxificacdo, o qual é metabolicamente custoso (ABE et al., 2017b). Do ponto de
vista ecolégico, o desequilibrio energético indica uma condicdo de estresse que resulta em uma
resposta adaptativa as taxas metabdlicas e permite a manutencdo basal e sobrevivéncia dos
organismos (SOKOLOVA et al., 2012). Esta desaceleragdo metabolica permite que o0s
organismos sobrevivam, no entanto, outras fungdes fisioldgicas sdo comprometidas, sendo
esperados 0s prejuizos no desenvolvimento e na atividade locomotora (MCKEE; KNOWLES,
1986; SMOLDERS et al., 2003).

Apesar das respostas semelhantes entre zebrafish expostos ao BR51 e ao Ery, o0s
mecanismos apresentados foram diferentes. O BR51, por exemplo, reduziu a atividade, a
distancia e o tempo de natacédo das larvas durante os estimulos de claro e escuro, indicando sua
independéncia quanto a presenca da luz. Por outro lado, o Ery reduziu a atividade, distancia e
tempo de natagdo somente nos periodos de escuro, portanto as larvas ndo alteram a atividade
locomotora com o estimulo da luz. Em relacdo a morfologia dos embrides, o Ery também
induziu edemas de saco vitelinico e pericardio, os quais estdo associados a falhas na funcéo da
permeabilidade da membranas para o balanco osmético (HILL et al., 2004; TSURUWAKA et
al., 2015) e nas funces renais de zebrafish (HANKE et al., 2013). Os efeitos pré-oxidantes dos
corantes também mostraram mecanismos diferentes, o BR51 elevou a atividade enzimética do

antioxidante CAT e da GST do sistema de detoxificagdo, e também os niveis de glutationa,

125



126
Capitulo 7. Discusséao geral e consideracdes finais

enquanto o Ery elevou somente a atividade da GST. Entretanto, ambos causaram a peroxidagéo
lipidica, o que evidencia a condicao de estresse oxidativo dos embrides.

Em relacdo ao microcrustaceos D. magna, estes organismos apresentaram elevada
sensibilidade aos corantes, em particular ao BR51, comparada a sensibilidade do zebrafish
(Figura 56). O BR51 reduziu a reproducéo (n.° de neonatos) das fémeas e causou a imobilidade
dos neonatos em concentragfes até 100-120 vezes menores do que as concentragdes do Ery
capazes de induzir estes mesmos efeitos. Entretanto, em concentra¢Bes baixas, as D. magna
expostas a ambos 0s corantes recuperaram o numero de neonatos nas ninhadas subsequentes,
uma resposta adaptativa as exposi¢des prolongadas que preveniu alteracbes no crescimento
populacional. Em contraste as respostas de reducdo da atividade locomotora em embrides de
zebrafish associadas ao desequilibrio energético e efeitos pré-oxidantes dos corantes, as D.
magna aumentaram a atividade locomotora. O Ery aumentou a atividade de natacdo em D.
magna com e sem estimulo de luz, enquanto o BR51 aumentou a distancia e velocidade de
natacdo somente nos periodos com estimulo de luz, e em concentragdes até 200 vezes menores
que as do Ery. Além disso, o BR51 também aumentou o consumo de oxigénio das D. magna,
associado a um aumento na capacidade metabodlica dos organismos. Estes resultados indicam
que o zebrafish e a D. magna possuem sensibilidades diferentes aos corantes e respondem de

maneira diferentes aos efeitos toxicos.

Embora nossos dados apontem para a toxicidade do Ery, este composto é facilmente
tratavel em efluentes urbanos e industriais. Realizamos um tratamento simples, utilizando luz
por 7 dias, e verificamos que o Ery se degrada nesta condicdo, e o produto formado (EryD) ndo
induziu toxicidade nos organismos testados. A provavel degradacéo estrutural da naftoquinona
preveniu e/ou inativou a toxicidade da molécula original, assim como a formacdo de
metabolitos secundarios toxicos para os organismos, destacando o Ery como um possivel
corante eco-friendly. Esta facil fotodegradacao traz algumas vantagens, dentre elas a rapidez,
simplicidade e baixo custo para tratamentos de efluentes contendo o corante, quando comparada
aos meétodos laboriosos e pouco eficientes utilizados em aguas residuais contendo corantes azo,
como tratamentos fotoelectrocataliticos, adsorventes e processo fenton-coagulacdo (FRAGA et
al., 2013; FRAGA; ZANONI, 2011; SHARMA et al., 2011; ZHANG et al., 2014).

O corante natural Ery também apresentou capacidade de protecdo ao estresse oxidativo
induzido em mitocondrias hepéticas de ratos, e ndo apresentou potencial genotoxico e

mutagénico para as linhagens celulares humanas selecionadas, entretanto, causou efeitos pro-
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apoptdticos para hepatdcitos humanos. Ao contrario dos efeitos genotoxicos e mutagénicos do
BR51 para hepatocitos humanos HepG2 (TAFURT-CADORNA et al., 2015) e para
queratindcitos humanos HaCaT (ZANONI et al., 2014), o Ery ndo apresentou estes efeitos nas
mesmas linhagens celulares. Entretanto, o Ery mostrou atividade pré-apoptotica para HepG2,
diminuindo a proliferagéo celular desta linhagem, com um atraso na fase da mitose. Visto que
as HepG2 sdo celulas originarias de carcinoma, esta linhagem ndo é o modelo ideal para
avaliacdo da toxicidade de quinonas naturais. Estes compostos sdo conhecidos pela inducéo de
apoptose em células de carcinoma com rapida proliferacio como protecdo a danos
carcinogénicos (LAUGHTON etal., 1989; OHSHIMA et al., 1998; FENG et al., 2007; WANG,;
STONER, 2008; LAMBERT, ELIAS, 2010; ANANTHARAMAN et al., 2014). Desta forma,
0 aumento gradual do nimero de células apoptdticas em HepG2 pode estar associado a um
efeito especifico em células de carcinoma, portanto sdo necessarios estudos que elucidem os

mecanismos pro-apoptoticos do Ery em diferentes linhagens celulares.

O trabalho realizado nesta tese evidencia a importancia da integracdo de varias
ferramentas para uma avaliacdo toxicoldgica. Utilizando uma série de experimentos com
organismos de diferentes niveis tréficos (microcrustaceos e peixes), e analisando indicadores
de diferentes niveis de organizagdes bioldgicas, como bioquimicos, celulares e individuais, 0s
resultados obtidos permitem uma extrapolagdo mais preditiva para efeitos populacionais e o
reconhecimento de alguns dos principais mecanismos de toxicidade das moléculas dos corantes,
como os efeitos pro-oxidantes e desequilibrio no balanco energético. Entretanto, as vias pelas
quais os corantes atuam podem ser melhor elucidadas com ferramentas adicionais de
toxicocinética, e a extrapolacdo dos efeitos para cenarios mais realisticos pode ser
complementada com o uso de modelos de ecossistemas, como estudos de campo e mesocosmos.
A escolha de diferentes linhagens celulares de diferentes 6rgdo-alvos também propicia uma
avaliacdo mais completa da toxicidade dos corantes para humanos, principalmente com o uso
de modelos 3D, visto que estes modelos permitem a avaliacdo em um ambiente biomimético, e
ndo somente em células isoladas, tornando-os excelentes modelos in vitro preditivos. E
importante ressaltar que os ensaios realizados sdo métodos de screening, e requerem estudos

mais detalhados sobre os mecanismos de toxicidade do Ery.

A Figura apresentada a seguir mostra um resumo dos efeitos toxicos detectados neste

trabalho do corante natural em relagcdo ao corante sintético para 0s organismos aquaticos.
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Figura 56. Resumo dos efeitos adversos induzidos pelo eritrostominona (Ery) e Basic Red 51 (BR51) nos
parametros avaliados em Daphnia magna (vermelho) e nos estagios iniciais de zebrafish (azul). Valores da linha
representam concentrac6es dos corantes (mg/L).
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7.2 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados reportados neste trabalho mostram que o corante natural Ery possui
potencial aplicabilidade industrial em relacéo a sua toxicidade para a salde humana e ambiental.
A avaliacdo toxicoldgica deste composto demonstrou que o corante ndo possui potencial
genotoxico e mutagénico nas condicdes testadas, requisitos importantes para a utilizacdo
industrial. No entanto, o Ery demonstrou ser pré-apoptotico em HepG2, apesar de seu potencial
antioxidante. Tal fato merece ser estudado para elucidar os mecanismos da apoptose, visto que

diversas quinonas naturais possuem atividades pré-apoptoticas em células de carcinoma.

Em relacdo a ecotoxicidade, os corantes Ery e BR51 mostraram-se tdxicos e pro-
oxidantes para as fases embriolarvais de zebrafish. Ambos os corantes alteraram o
desenvolvimento embrionério, com danos no consumo energético, no comportamento e no
sistema de detoxificacdo, evidenciado pela condicdo de estresse oxidativo dos embrides. Por
outro lado, os microcrustaceos D. magna apresentaram elevada sensibilidade ao BR51, o qual

foi extremamente tdxico aos organismos.

Apos a fotodegradagdo do Ery, o composto formado (EryD) ndo apresentou nenhum
efeito toxico aos organismos aquaticos, demonstrando a perda da toxicidade da estrutura
original e auséncia de fotoproduto ou metabolico toxico. Este fato sugere um possivel

tratamento dos efluentes industriais contendo o Ery, de maneira facil, rapida e barata.
De forma especifica considerando os objetivos propostos, concluimos que:

1. O Ery e o BR51 alteram a sobrevivéncia, o desenvolvimento embrionério e a atividade
locomotora de zebrafish em estagios embriolarvais. Eles também elevam as respostas do
sistema de detoxificacdo e desequiliboram o balangco energético dos organismos. Apds

fotodegradacgéo do Ery, o produto formado néo apresenta toxicidade nas condigdes testadas.

2. O Ery e BR51 alteram a sobrevivéncia, reproducédo e atividade locomotora de D. magna.

Apos a fotodegradacao do Ery, o produto formado ndo apresenta toxicidade.

3. O Ery protege mitocondrias de ratos de danos oxidativos, e ndo possui potencial genotoxico
para a linhagem celular HepG2 e para a epiderme humana equivalente. Entretanto, ele induz
efeitos pro-apoptoticos em HepG2.
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