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Uma flor nasceu na rua!

Passem de longe, bondes, 6nibus, rio de ago do trafego.

Uma flor ainda desbotada

ilude a policia, rompe o asfalto.

Fagam completo siléncio, paralisem os negocios,

garanto que uma flor nasceu.

Sua cor ndo se percebe.

Suas pétalas nao se abrem.

Seu nome nao esta nos livros.

E feia. Mas é realmente uma flor.

Sento-me no chao da capital do pais as cinco horas da tarde

e lentamente passo a mao nessa forma insegura.

Do lado das montanhas, nuvens macigas avolumam-se.
Pequenos pontos brancos movem-se no mar, galinhas em panico.
E feia. Mas é uma flor. Furou o asfalto, o tédio, o nojo ¢ o édio.

Carlos Drummond de Andrade



RESUMO

MARTINS JUNIOR, A. C. Arsénio em arroz: bioacessibilidade in vitro e
alteragoes de parametros redox em camundongos Swiss expostos pela dieta.
2017. 103f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

O arsénio (As) € um semimetal,amplamente distribuido em toda a crosta terrestre,
podendo ser encontrado em formas inorganicas: arsenato (As®*) e arsenito (As®*) e
organicas como a arsenobetaina (AsB), dimetil-arsénio (DMA) monometil-arsénio
(MMA). As formas inorganicas de As s&o mais toxicas que as organicas. Patologias
como hipertensdo, diabetes e varios tipos de cancer estdo associados com a
exposi¢cao ao As inorganico. Dentre as muitas fontes de exposicéo a este elemento
quimico, o arroz (Oryza sativa L.), tem sido destacado como uma das maiores fontes
de exposicdo em populagdes ndo expostas diretamente ao As presente na agua.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a bioacessibilidade in vitro do As
presente no arroz e avaliar em camundongos Swiss o acumulo do semimetal nos
tecidos bem como, possiveis alteragées nos parametros redox em figado e musculo
decorrente do consumo de arroz contendo As. Para isto, na primeira etapa do
estudo, o cultivar de arroz BR IRGA 409 foi plantado e divido em 2 grupos onde o
primeiro foi chamado de As (-) (sem adigdo de As no solo) e outro plantado em solo
contaminado com As na concentragao de 10 mg/Kg, chamado de As (+). Apos a
colheita, foi verificado que o arroz do grupo As (+) apresentava uma maior
concentragcao de As total no grao. Foram realizados testes de bioacessibilidade que
demonstraram uma alta bioacessibilidade do As presente no arroz, principalmente
das formas inorganicas. Foram preparadas duas ragdes com o arroz plantado para
administrar em 2 grupos de camundongos Swiss. Apds o tratamento cronico por 100
dias, os amimais foram eutanasiados e coletados 6rgaos para avaliar o acumulo do
metaloide. Os tecidos que apresentaram um maior acumulo de As foram bexiga,
pelo, rim, bago, testiculo, pele e figado. Além disso, foram realizadas bidpsias de
musculo e tecido permeabilizados e determinacédo de parametros redox. Nao foram
observados diferencgas estatisticas nas respiragdes do musculo e figado. No entanto,
observou-se, um aumento na formagcao de espécies reativas de oxigénio no figado
no grupo As (+), na presenga de piruvato. Também foi demonstrado que nos animais
expostos a uma maior concentracido de As através da dieta ocorreu alteragbes na
atividade enzimatica e aumento da peroxidacao lipidica. Finalmente, os resultados
deste estudo demonstraram que o As inorganico acumulado nos gréos de arroz se
apresentam bioacessiveis e apds a exposi¢cao pela dieta se distribuem por varios
tecidos, levando a altera¢gdes em parametros redox no figado.

Palavras-chave: Arroz (Oryza sativa L.), Arsénio, Parametros redox



ABSTRACT

MARTINS JUNIOR, A. C. Arsenic in rice: bioaccessibility in vitro and changes in
redox parameters in Swiss mice exposed by diet. 2017. 103f. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Arsenic (As) is a metalloid, widely distributed throughout the Earth's crust. Arsenic. It
can be found in inorganic forms such as (As™) and arsenite (As**) and organic
compounds such as arsenobetaine (AsB), dimethyl-arsenic (DMA) and monomethyl-
arsenic (MMA). Inorganic forms of As are more toxic than organic forms. Pathologies
such as hypertension, diabetes and various types of cancer are associated with
exposure to As inorganic. Among the many sources of exposure to this chemical
element, rice (Oryza sativa L.) has been reported as the major source of human
exposure in populations not exposed directly to As present in the water. In this
sense, the objective of this study was to evaluate the in vitro bioaccessibility of As
present in rice and to evaluate in Swiss mice the accumulation of semimetal tissues
as well as possible changes in the redox parameters in liver and muscle of these
animals by consumption of rice containing As by diet. For this, in the first stage of the
study, rice cultivar BR IRGA 409 was planted and divided into 2 groups where the
first was called As (-) (without addition of As in soil) and another planted in soil
contaminated with As in concentration of 10 mg / kg, called As (+). After harvest, it
was verified that the rice of the group As (+) had a higher concentration of As total in
the grain. Bioaccessibility tests were performed that demonstrated a high
bioaccessibility of As present in rice, mainly inorganic forms. Two feed were prepared
with the planted rice to be administered in 2 groups of Swiss mice. After the chronic
treatment for 100 days, the animals were euthanized and organs were collected to
evaluate the accumulation of the metalloid. The tissues that presented a greater
accumulation of As were bladder, hair, kidney, spleen, testicle, skin and liver. In
addition, permeabilized muscle and tissue biopsies were performed and redox
parameters were determined. No changes were observed on muscle and liver
breathings. However, there is an increase in the formation of reactive oxygen species
in the liver in the As (+) group in the presence of pyruvate. It has been also
demonstrated that in animals exposed to a higher concentration of As through diet
there were changes in enzymatic activity and increased lipid peroxidation. Finally, the
results of this study demonstrated that the As inorganic accumulated in the rice
grains are bioaccessible and after dietary exposure they are distributed through
several tissues, leading to changes in redox parameters in the liver.

Keywords: Rice (Oryza sativa L.), Arsenic, redox parameters.
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1.1 Arsénio: aspectos gerais

A palavra arsénio deriva da palavra persa “Zarnikh”, traduzida para o grego
como “arsenikon”. O arsénio (As) era conhecido no passado como o “veneno” dos
reis e o rei dos “venenos” (KLAASSEN, 2008). No inicio do século XVII na ltalia, a
Acqua Toffana era um cosmético que continha As, utilizado por mulheres com a
finalidade de assassinarem seus maridos. No século XIX, na Europa, fazia parte do
cotidiano, sendo empregado para uma ampla gama de propdsitos, desde pigmentos
de papel de parede a medicamentos, comumente vendidos em lojas farmacéuticas
até assassinatos, devido a dificuldade de identificagdo do elemento quimico no
corpo das vitimas (BERTOMEU-SANCHEZ, 2016).

No passado os compostos de As, especialmente o trioxido de arsénio (As,03),
eram utilizados nos tratamentos de doencas como sifilis e tripanossomiase e,
atualmente, ainda pode ser encontrado em medicamentos utilizados no tratamento
contra leucemia promielocitica (SOIGNET et al., 2001).

O As é um semimetal (metaloide), cristalino, acinzentado, numero atémico 33,
massa atébmica 75 uma, encontrado em diferentes estados de oxidagédo (- 3, 0, +3 e
+5) dependendo da condigcdo fisico-quimica predominante do meio ambiente.
(HUGHES, 2002). E o vigésimo elemento mais abundante na crosta terrestre, onde
ocorre naturalmente no solo e em rochas podendo ser transportado através da
poeira pelo vento e entrar nos corpos d’agua pelo escoamento superficial e
lixiviagdo, sendo encontrado em varios compartimentos ambientais como: na
atmosfera, agua, solo, sedimentos e organismos (JOSEPH, DUBEY,McBEAN,
2015). A permanéncia e liberagdo do As para o ambiente pode ocorrer por meio de

fontes naturais como atividades vulcanicas quanto por fontes antropogénicas como
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queima de carvao, utilizagdo em lavouras de praguicidas contendo As e agua
contaminada (ATSDR, 2013; JOSEPH, DUBEY, McBEAN, 2015).

O As pode ser encontrado no meio ambiente em formas inorganicas: arsenato
(As®) e arsenito (As®") e organicas como arsenobetaina (AsB), dimetil-arsénio
(DMA), monometil-arsénio (MMA), entre outras (BASU et al., 2001). A tabela 1
apresenta as formas de As encontradas na natureza e suas respectivas formulas
estruturais. Ha consideravel diferenca na toxicidade do semimetal conforme sua
forma quimica (RATNAIKE, 2003). De acordo com Borba et al. (2009), a ordem
crescente de toxicidade dos compostos de As é: compostos organicos de As® <
compostos organicos de As* < compostos inorganicos de As®* < compostos
inorganicos de As®" .

As formas inorgénicas mais toxicas de As sao as formas predominantes
encontradas em reservatorios superficiais e aguas subterraneas, uma vez que pode
ser facilmente solubilizado, em fungdo do pH, estado de oxidacdo e temperatura,
fatores adicionais que favorecem a solubilizacdo do As € a presenca de silicato,
bicarbonato e de matéria orgéanica nas aguas de pocos artesianos (ERCAL; GURER-
ORHAN; AYKIN-BURNS; 2001, NORDSTROM, 2002). De fato, muitas aguas
geotermais contém altas concentragbes de As, maiores do que o padrdo de agua
potavel de 10 ug/L devido a composigdo geoldgica das rochas presentes nestes
locais. (NORDSTROM, 2002; ATSDR, 2013). Portanto, a agua se caracteriza como
uma importante fonte de exposigdo ao As, especialmente na india, Bangladesh,
China, e alguns paises da América do sul e Central onde a concentragdo no solo
aumenta sua presenca na agua (BRINKEL, KHAN, KRAEMER, 2009),

frequentemente utilizada para consumo e irrigagao (WILLIAMS et al., 2006).
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Na intoxicagdo aguda por As, observa-se um quadro clinico gastroenteritico
grave com inicio apds 30 minutos de exposigao, que incluem nauseas, vdmitos, dor
abdominal intensa, diarréia (frequentemente sangrenta), salivagdo excessiva, etc.
(ATSDR, 2013, MAZUMDER, 2008; RATNAIKE, 2003). A exposi¢do crbnica €&
observada ocupacionalmente e em pacientes tratados com compostos contendo As,
além de populagdes expostas através da agua contaminada (WHO, 2001; ATSDR,
2013). Esta exposigao tem sido associada com possiveis efeitos a saude, tais como
hipertensdo, doenca cardiovascular, doenca pulmonar, disfuncbes reprodutivas,
neuroldgicas, alteragbes hematologicas e cancer (WAALKES et al., 2004,
GOPALKRISHNAN , RAO, 2006; SANTRA et al., 2007). Os efeitos a saude humana
na toxicidade crbénica sao conhecidos como arsenicose, caracterizada pela

hiperpigmentacao da pele e queratose (MAZUMDER, 2008).
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Tabela 1 - Espécies quimicas de arsénio, suas respectivas abreviaturas e férmulas
estruturais. Adaptado de Barra et al. (2000) e Souza et al. (2015).

Composto Férmula Estrutural
) Arsina AsH3
Acido Arsenioso OH
(arsenito - As®")
As
3 HO/ \OH
Acido Arsénico o
(arsenato - As’") ”
HO—Als—OH
i OH
Acido Dimetilarsinico o
(DMA™)
/AS\
3 OH
Acido o
Monometilarsonico
(MMA®)

Arsenobetaina (AsB)

Arsenocolina (AsC)

Arsenoacgucares

Arsenolipideos
(AsLip)

o—

As

HO

OH
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1.2 Toxicocinética do As

No homem, o As pode ser absorvido por via oral, inalagdo e contato dérmico
(Ratnaike, 2003, ATSDR, 2013). Os compostos de As sdo facilmente absorvidos,
tanto por via oral quanto pela inalagao, onde a extensdo da absor¢cao depende da
solubilidade de cada composto (WATANABE, HIRANO 2013). A absor¢do do As
inorganico (As-i), através do pulméo é estimada em 30-60%, e cerca de 95% do As
trivalente ingerido € absorvido a partir do trato gastrointestinal. Alguns estudos
mostram que a absor¢do de MMA e DMA via trato gastrointestinal corresponde a
cerca de 75 a 85%, (SIROT et al. 2009, SUZUKI et al. 2013, WATANABE, HIRANO.
2013). Uma vez na corrente sanguinea, 95 a 99% do As é distribuido aos eritrocitos,
ligado principalmente a hemoglobina € em menor escala aos leucdcitos e as
proteinas do plasma (ATSDR, 2013). Decorridas cerca de 24 horas neste
compartimento, o As é distribuido para a maioria dos tecidos (JOLLIFFE,1991;
SCHOOLMEESTER, WHITE,1980; ATSDR, 2013). Compostos inorganicos soluveis
sao distribuidos rapidamente para 6rgaos ou tecidos ricos em grupamentos sulfidrila
como figado, rins, baco e glandulas adrenais (QUATREHOMME et al., 1992). Em
razao da grande afinidade por ligagado aos grupos sulfidrila, compostos de As podem
ser detectados em altas concentragdes no cabelo, unhas e pele de 2 a 4 semanas
da exposicdo. Apos 4 semanas, o As acumula-se nos 0ssos, coincidindo com a
diminuicdo das concentragbes no figado e rins (JOLLIFFE,1991 ;
SCHOOLMEESTER, WHITE,1980).

A biotransformacéo e a toxicidade dos compostos inorganicos e organicos de
As diferem-se substancialmente (NEMETI, GREGUS; 2002; ATSDR, 2013). As

formas inorganicas sofrem metilagdo formando o acido monometil-arsénico (MMA) e
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o &cido dimetil-arsinico (DMA). Este processo comeca quando o As®* (arsenato) é
rapidamente reduzido pela enzima arsenato redutase a As®* (arsenito) (APOSHIAN
e APOSHIAN, 2006) que é 60 vezes mais toxico que o As®*. O As®* sofre entdo uma
metilagdo oxidativa, com S-adenosilmetionina (SAM) como doador do grupamento
metil, formando o acido mono-metil-arsonato (MMA®*). Este composto é reduzido ao
acido monometil-arsénico (MMA3+) antes de um subsequente passo de metilagcao
oxidativa produzindo o acido dimetil arsinico (DMA®*) e sequencialmente, ao &cido
dimetil-arsinoso (DMA**) por metil-transferases (KLAASSEN, 2008 WATANABE,
HIRANO 2013). Portanto, os compostos inorganicos (arsenito e arsenato) sao
metabolizados a MMA e DMA, por meio de dois processos: reacdes de
oxido/redugcdo e reagdes de metilagdo (ROSSMAN, 2003; NEMETI, GREGUS;
2002). A Figura 1 demonstra os processos descritos anteriormente. Os metabdlitos
metilados sdo menos reativos com os componentes do tecido, menos toxicos e mais
facilmente excretados na urina que o As inorganico (VAHTER, CONCHA e
NERMELL, 2000).

O As inorganico é excretado 45-85% na urina dentro de 1-3 dias e muito
pouco eliminado pelas fezes (APOSTOLI et al 1999;. BUCHET et al, 1981; ATSDR,
2013). Ja a eliminacdo das formas organicas MMA e DMA ocorre principalmente
através da urina (75-85%), no prazo de 1 dia (BUCHET et al, 1981, MARAFANTE et

al, 1987; ATSDR,2013).
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Figura 1: Metabolismo do arsénio no ser humano

3+
Arsenato Arsenito MMAS* MM
OH (I)H SAM SAH e }\30 CH
GSH s—CHs
O—AS OH —bHO—AS OH %O As—CH3 —_—
O Arsenato SA3MT ou arsenito - GsTo1ouasamT HO SAM
redutase metil-transferase
SA3MT ou
arsenito
metil-transferase
SAH
OH OH 0
HyC—AS—CH; —— L& GsH G
0 3 As—CHz == HsC—As—-OH
CH AS3MT | GSTO1 ou AS3MT
3 CHs H,C
TMAO DMA3* DMA5+

Legenda: GSH: glutationa reduzida; AS3MT: arsénio metiltransferase (Cyt 19); SAM: Sadenosil
metionina; SAH: S— adenosn homomstema GSTO1: glutationa Stransferase omega-1; MMA®* aC|do
mono-metil arsénico; MMA®*: acido mono-metil arsonoso; DMA®*: acido di-metil arsinico; DMA
acido di-metil arsinoso; TMAO: 6xido de tri-metil arsénio (Adaptado de KLAASSEN, 2008)

Entretanto, fatores relacionados ao individuo podem alterar o metabolismo do
As, ocorrendo grandes variagbes na metilagdo devido a idade, sexo, etnia, dose de
exposicao, gravidez, estado nutricional e polimorfismos genéticos do individuo
(VAHTER 2000; VAHTER, CONCHA e NERMELL, 2000). Apesar de varios grupos
étnicos parecerem semelhantes quanto a distribuicdo relativa média do As e seus
metabdlitos na urina, ha certas exce¢des, como os indigenas do norte da Argentina,
que excretam uma baixa percentagem de MMA, e individuos de Taiwan, que
excretam em média 27% (VAHTER et al.,, 1995; CHIOU et al.,, 1997; CONCHA,
NERMELL e VAHTER, 1998). Nota-se também que os homens sdao mais
susceptiveis que as mulheres aos efeitos na pele relacionadas ao As, devido a
menor capacidade de metilagédo pelos homens (GUHA MAZUMDER et al., 1998;
KADONO et al., 2002; CHEN et al., 2005; VAHTER et al., 2007). Durante a gestagao

ha um aumento na excrecdo urinaria de DMA e uma diminuicdo de espécies
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inorganicas e MMA, que pode afetar o desenvolvimento fetal (HOPENHAYN et al.,
2003). Ja esta bem estabelecido que uma diminuida capacidade de metilagdo do
arsénio esta relacionada ao aumento de arsénio nos tecidos em geral o que,
provavelmente, corresponde ao aumento de toxicidade deste elemento
(MARAFANTE e VAHTER, 1984; MARAFANTE, VAHTER e ENVALL, 1985;

CONCHA, NERMELL e VAHTER, 1998).

1.3 Toxicodindmica do As

O modo de acdo do As é bastante complexo e para compreendé-lo,
determinantes multifatoriais precisam ser abordadas (FLORA, 2011). Estes
determinantes variam de acordo com propriedades fisico-quimicas, tais como o
estado de valéncia (trivalente/pentavalente), o grau de metilagao, atragao e repulséo
eletrostatica de sitios ativos em macromoléculas importantes (lipidios, proteinas,
DNA), e fatores relacionados a toxicocinética (absorg¢ao, distribuicdo, metabolismo e
excregdo) (ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001; FLORA, 2011).

Varios estudos epidemiolégicos relacionam a intoxicagdo por As com
incidéncia de cancer (CHEN et al., 1992; KITCHIN, 2001), doengas cardiovasculares
(WANG, et al.,, 2007; RAHMAN et al., 1999) e diabetes (RAHMAN et al., 1998;
TSENG et al., 2000). Embora o mecanismo pelo qual o As induz essas doengas néo
esteja completamente elucidado, estudos sugerem que o estresse oxidativo induzido
pelo semimetal seja um dos principais contribuintes (KITCHIN, 2001; FLORA, 2011).

O estresse oxidativo pode ser conceituado como um desequilibrio entre a
geracéao e eliminagado de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogenadas (ERN)

resultando na alteracdo do estado redox celular (WANG & MICHAELIS, 2010).
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Portanto, quando ocorre um aumento na formagdo de ERO e ERN e baixa
eliminacao pelo sistema antioxidante, a sobrecarga de ERO causa danos as células
pela oxidagdo de biomoléculas celulares, incluindo acidos nucleicos, proteinas e
lipideos (LOBO et al., 2010).

Neste sentido, o As pode induzir estresse oxidativo pela formagao e acumulo
de radicais livres em células (HALLIWELL, WHITEMAN, 2004; FLORA, 2011). As
principais espécies reativas formadas por As incluem anion superéxido (O.7), o
radical hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio (H.O,), oxigénio singlete ('O,) e
radicais peroxil (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Yamanaka e colaboradores (1989;
1990) foram os primeiros a demonstrar que o As induzia a formagao de radicais
livres e que estes levavam a dano no DNA. Sabe-se ainda que o As afeta
intensamente as enzimas que metabolizam as ERO, as chamadas enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (FLORA, 2011). Geralmente, a
exposi¢ao de curto prazo e a baixas concentragdes do elemento quimico resultam
em um aumento na atividade destas enzimas, enquanto que a exposi¢cao crénica
normalmente resulta na sua redugdo (FLORA, 2011). Além disso, o As também é
conhecido por regular a atividade de tioredoxina redutase, heme oxigenase-
redutase, e da NADPH-oxidase in vitro (SHI, 2004; KITCHIN; CONOLLY, 2010).

Recentemente, Xu et al. (2017) em uma meta-analise, em que foram incluidos
58 estudos, observou que a exposigao ao As geralmente suprimia os niveis de
atividade de antioxidantes como GSH, CAT, GPx, SOD, GR e glutationa s-
transferase (GST) ). No entanto, também se observou que a exposigao esta

associada ao aumento nos niveis de oxidantes como a glutationa oxidada (GSSG)
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malondialdeido (MDA) e de EROs, detectando assim uma relagdo positiva entre a

exposigao ao As e dano oxidativo causado em ratos ou camundongos

1.3.1 As e mitocondria

A mitocondria desempenha um papel central no metabolismo energético,
responsavel pela grande maioria da sintese de adenosina trifosfato (ATP) conduzida
pelo catabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. Sendo assim, esta organela é
responsavel por uma grande quantidade de reagdes de oxidagao-redugado, cujo
resultado final dessas reacdes € a formagao de energia quimica, o ATP (TAHARA et
al. 2009).

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial € a principal fonte de geracao
de ATP na célula de mamiferos. Durante a passagem de elétrons pela cadeia
transportadora de elétrons, um pequeno fluxo de elétrons escapa e reage
prematuramente com o oxigénio, formando superéxido, que contribui para o
desenvolvimento do estresse oxidativo (VALKO et al., 2004). Os complexos | e lll da
mitocdndria, sdo as principais fontes de geracédo de superoxido liberando-o na matriz
e no espago extramitocondrial (MULLER, LIU, VAN REMMEN, 2004). O estresse
oxidativo gerado pelas ERO provoca uma desorganizagdo mitocondrial (SANTRA et
al.,2007) desencadeando uma cascata de eventos como a liberagédo do citocromo c,
a ativagao de proteinas e fatores pr6 apoptose (MISHRA, MEHTA, FLORA, 2008).

Os compostos que interagem com as membranas mitocondriais perturbando a
eficiéncia de acoplamento entre a oxidacao e fosforilagdo promovem grandes déficits
de bioenergética que levam a perda de varias fung¢des vitais para a sobrevivéncia da

organela (FISKUM et al., 1999;. MATTIASON et al., 2003). Neste sentido, elementos
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quimicos téxicos tém sido reportados como causadores de danos na mitocondria.
(BLAJSZCZAK, BONINI 2017; HOSSEINI et al. 2013; JOMOVA et al. 2010). De fato,
as mitocondrias s&o os principais alvos de intoxicagao pelo As, seja indiretamente,
através do acumulo de radicais livres ou diretamente através de condensacdo da
matriz mitocondrial e a abertura de poros de transicido de permeabilidade em virtude
de sua propriedade oxidante tiol, levando a uma diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial (PULIDO, PARRISH, 2003). Isso ocorre devido a membrana
mitocondrial conter lipideos nao saturados que sao susceptiveis ao ataque do As em
comparagao com outras organelas. Além disso, enzimas mitocondriais que contém
grupamento tiol sdo alvos de espécies de As. E ainda, o dano direto em proteinas
mitocondriais pode diminuir a afinidade por substratos ou coenzimas e, assim,
interromper as fung¢des da mitocéndria (LIU et al., 2002).

Portanto, a disfuncdo mitocondrial & provocada pelo aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial e perda de potencial de membrana
(KOYA et al., 2000), uma vez que o As provoca o declinio rapido do potencial de
membrana mitocondrial induzindo alteragbes morfolégicas na integridade
mitocondrial. Alteracbes mitocondriais podem ser consideradas sitios primarios na
formacéo descontrolada de anion superdxido. O colapso do complexo de poros de
transicdo de permeabilidade pode induzir a perda irreversivel do potencial da
membrana, que precede manifestacbes de apoptose e ativagdo de caspases
(JOMOVA et al. 2010, GREEN, REED, 1998; KROENER, 1999).

Ainda, estudos sugerem que o As pode causar disfungdo mitocondrial pelo
aumento da captura de Ca®* pela mitocdndria, uma vez, que o Ca?* livre intracelular
atua como um mensageiro para regular o crescimento, a diferenciagdo e a morte

celular (ORRENIUS et al., 2003). Este aumento no Ca®* intracelular pode estar



Revisao de Literatura | 13

envolvido na ativagdo das vias que conduzem a uma perda de integridade da
membrana, alteragdo na composicao lipidica, anormalidades do citoesqueleto e
geracéao de radicais livres (GIBSON et al. 2012).

Portanto, as alteragdes que o As induz nas enzimas antioxidantes, bem como
na fungdo mitocondrial com a geragdo de ERO, levam ao estresse oxidativo,
podendo resultar em peroxidagao lipidica (VIZCAYA-RUIZ et al., 2009), danos em
proteinas (MAHATA et.al, 2008) e danos ao DNA (TOKAR et al, 2010). O
mecanismo pelo qual o As induz estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial esta

demonstrado na Figura 2.

Figura 2: Mecanismos pelo qual o As induz disfungéo mitocondrial e estresse oxidativo

Estresse oxidativo Alteracidono
{ Peroxidaciio lipidica <: :> potencial de
{ Oxidaciio deproteinas membrana

1 Danosno DNA

| Enzimas antioxidantes J ﬂ %

Desequilibrio da Prejuizo no
homeostase de Ca ** metabolismo
Anormalidades na energético

dinamica mitocondrial

Legenda: Adaptado de Park et al. 2016.
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1.4 Fontes de exposig¢ao ao As

1.4.1 As na agua

Como descrito anteriormente, uma das principais fontes de exposicéo ao As é
através da agua contaminada pelo semimetal. Esta contaminacdo € um grave
problema de saude publica principalmente no oeste da india e em Bangladesh (delta
de Bengala ou delta do Ganges) (EDMUNDS et al., 2015; BHOWMICK et al., 2018;
JOSEPH, DUBEY,McBEAN, 2015). Para diminuir os problemas relacionados a agua
contaminada com microrganismos que causavam doengas como a colera e
verminoses, levando a alta incidéncia de disenteria na regido, os governos locais
juntamente com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), decidiram realizar a
perfuracdo de pocos artesianos. Porém, sem o conhecimento prévio da composicao
do solo, mais especificamente relacionado a presencga de elementos tdéxicos, como o
As. A agua subterranea (pogos artesanais) foi usada pela populagcdo para beber
como uma fonte de agua potavel e também para outros propdsitos domésticos
(BHOWMICK et al., 2018).

Infelizmente, a alta concentragédo de As na agua levou a um surto macigo de
problemas de saude em decorréncia do consumo de agua contaminada. A primeira
incidéncia de contaminagcdo por As nas aguas subterraneas foi relatado em 1984
(GARAI et al., 1984) e o primeiro diagnostico de intoxicagdo por As foi realizado no
Departamento de Dermatologia da Escola de Medicina Tropical de Calcuta no inicio da
década de 1980, onde a toxicidade cronica do As foi detectada a partir de1068
pacientes que estavam usando regularmente agua subterranea de pogos que possuiam

concentragdes do elemento téxico acima de 50 pg L™ (SAHA , PODDAR, 1986).
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Desde entado, varios estudos realizados em Bangladesh demonstraram um
aumento do risco para a saude apds a ingestdo de alta concentracédo de As nas
aguas subterrdneas e sua relagcdo com aumento de cancer e doengas como
hipertensao, diabetes, doenga vascular periférica e outras (BHOWMICK et al., 2013,
2014; GUHA MAZUMDER et al., 1998, 2000; HAQUE et al., 2003; MANDAL et al.,
2007).

Atualmente, a OMS preconiza valores maximos de 10 ug L™ de As em agua.
Particularmente em Bangladesh, devido a alta concentragcédo deste elemento no solo,
a concentragao preconizada é de 50 ug/L (WHO, 2004). A quantidade do elemento
téxico ingerido pela agua depende de dois fatores que sédo altamente variaveis: a
concentragdo de As em agua e a quantidade de agua ingerida diariamente
(BHOWMICK et al. 2018). Sendo assim, além da concentracdo do semimetal
presente na agua, o volume de agua ingerido também contribui para a intoxicagao
por As. Segundo a OMS um valor de 2 L por dia para um adulto de 60 kg é utilizado
para estimar o consumo de um determinado contaminante e avaliar a qualidade da
agua (OMS, 2011). No entanto Hossain e colaboradores (2013) observaram uma
média de ingestdo de agua diaria de 6,1 L para homens adultos e 4,84 L para
mulheres adultas em Bangladesh, demonstrando que o valor utilizado pela OMS
possa estar subestimado.

No Brasil, mais especificamente na Serra do Navio (Amapa), houve a
contaminagcdo da agua por As devido a atividade mineradora. Os valores
encontrados na agua potavel, excetuando-se os valores nos pontos de rejeicdo da
mineradora, foram em torno de 8,43 pg/L, ficando abaixo do valor maximo
determinado na legislagéo brasileira que € de 10 pg/ L (SANTOS et al. 2003). Porém

esta avaliacdo sem a determinacdo das espécies quimicas do metaldide que
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estavam presentes na agua pode estar subestimada, pois, como mencionado
anteriormente, existem diferengas nas toxicidades destas formas quimicas (BORBA

et al., 2009).

1.4.2 As e alimentos

O consumo de alimentos contaminados com o semimetal representa outra
importante fonte de exposicdo (MEHARG et al., 2013; BATISTA et al., 2012). Esta
contaminacgao pode decorrer, por exemplo, da utilizagao de praguicidas em lavouras.
No Brasil o herbicida monosddiometil-arsonato, que possui As como um dos
principais constituintes de sua formulacéao, € utilizado em lavouras de café e cana-
de-agucar (BRASIL, 2004).

A utilizagcdo de medicamentos veterinarios e aditivos em racdes de compostos
contendo As, entre eles o Roxarsone® (4cido arsanilico), para promover o
crescimento e prevencido de doencas como disenteria em porcos, eram permitidos
nos Estados Unidos pelo “Food and Drug Administration” (FDA) como aditivos de
ragdo para suinos e aves com dosagens de 25 a 200 mg kg’ SILBERGELD,
NACHMAN, 2008). No entanto foram proibidos apos estudos mostrarem a presenca
e aumento de As inorgénico em figado de galinhas tratadas com o medicamento em
relacdo a galinhas nao tratadas (controle), sugerindo que o medicamento poderia
contaminar a carne para o consumo humano (PENG et al. 2017).

Uma importante fonte de As na dieta € a de alimentos de origem marinha
como peixes, crustaceos e outros que contém, em geral, altas concentragdes de As
organico (arsenobetaina, arsenoacgucares e arsenolipidos) (NAVAS-ACIEN et al.,

2011). As algas marinhas absorvem arseniatos, forma predominante de As na agua
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de mar, similar ao fosfato, e o transformam em diferentes ribosideos contendo As.
Assim, provavelmente, os organismos marinhos adquirem As inorganico através da
cadeia alimentar e o transformam em AsB, via metilacdio do MMA e DMA
(PETROPULU, VARSAMIS e PARISSAKIS, 1997). Por outro lado, estudos que
avaliaram a urina de individuos que consumiram frutos do mar nao detectaram a
presengca de As inorganico, sugerindo que a arsenobetaina e arsenocolina,
encontradas em alimentos de origem marinha ndo séo biotransformadas, sendo

excretadas inalteradas na urina. NAVAS-ACIEN et al., 2011).

1.4.2.1 As e arroz

Atualmente, a exposicdo ao As através do consumo de arroz vem sendo
amplamente estudado, tendo em vista a importancia desse alimento para a
populacdo, tanto do Brasil como de varios paises na América do Sul e Central, Asia
e Africa (CASCIO et. al, 2011; BATISTA et al., 2011, SEGURA et al. 2016; ADEYEMI
et al. 2017; SOUZA et al. 2014; MEHARG et al., 2013). O arroz é o terceiro cereal
mais consumido no mundo apenas atras do milho e do trigo, chegando a mesa de
mais de 50% da populagdo mundial (EMBRAPA, 2013).

A planta do arroz (Oryza sativa L.) € uma monocotiledénea da familia das
Poaceae (gramineas) (EMBRAPA 2013). A morfologia da planta € de fundamental
importancia para a compreensao da relagao As e arroz. A planta do arroz se divide
em quatro partes principais: raiz, folhas, caule (colmo) e a panicula, sendo esta uma
inflorescéncia particular desta planta onde se formam os gréos, localizada sobre o
ultimo entrené do caule e precedida pela folha-bandeira (Figura 3) (EMBRAPA

2013). Em relagdo a morfologia do gréo, da parte externa para a parte interna tem-
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se a seguinte ordem: casca, pericarpo, tegumento, nucelo, aleurona, endosperma e
embrido (Figura 3).

Apdés a colheita, os grdos maduros podem sofrer diferentes tipos de
beneficiamento. O arroz integral é o grdo que n&o sofreu o processo de polimento, ou
seja, a retirada da parte que recobre o grao que vai do pericarpo até a aleurona
(também chamado farelo). Ja o arroz parboilizado (do inglés “partial boiled”) & aquele
parcialmente cozido com a casca, onde o grao absorve nutrientes da casca como
elementos quimicos e vitaminas. O arroz polido que € o mais consumido é aquele cuja

casca é retirada que vai do pericarpo até a aleurona (GOMES et al., 2004).

Figura 3: Principais partes da planta do arroz (Oryza sativa L.)

Arroz (Oryza sativa L.)

> Grio de arroz

12

——— Agua (cultivo irrigado)

NI

Solo

Legenda: 1: panicula; 2: colmo (caule); 3: folha; 4: raiz; 5: casca; 6: pericarpo; 7: tegumento; 8:
nucelo; 9: aleurona; 10: endosperma; 11: embrido; 12: farelo (Adaptada de Gomes et al. 2004).
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O Brasil é o pais nao asiatico mais importante produtor de arroz, chegando a
mais de 50 kg de arroz/habitante/ano, dos quais 77,7 % s&o de arroz do tipo branco
ou também conhecido como polido e 22,3 % de outros tipos de arroz de acordo com
o tipo de beneficiamento (IBGE, 2013; POF 2008/2009). A producéo agricola é de
mais de 13 milhdes de toneladas de arroz por ano, sendo os estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, responsaveis por mais de 80% da produgdo nacional
(GOMES et al., 2004; IBGE, 2013).

O plantio do arroz pode ser realizado de duas formas: (i)- Pode ser cultivado em
solo sem ser inundado por uma lamina de agua, chamado plantio sequeiro (também
chamado aerdbico ou terras altas) ou (ii)- Plantado com o solo inundado (com lamina de
agua), chamado cultivo irrigado (também chamado anaerdbico, terras baixas ou
alagamento). Este ultimo método é o mais utilizado, ja que favorece a produtividade e,
consequentemente, a absor¢cao de elementos essenciais para a planta, no entanto
também favorece a distribuicdo e absorcdo de As no solo (SCHOOF et al., 1999).
Portanto, as plantas de arroz irrigado e o solo sdo submetidos a condigbes anaerdbicas
que, juntamente com o excesso de agua, resulta em maior mobilidade de elementos,
sendo mais propenso a absorgédo e contaminagao dos graos (XIAO et al., 2004). Além
disso, a agua utilizada para a irrigacao (WILLIAMS et al. 2006) e o uso de praguicidas e
fertilizantes pode contaminar as plantas aumentando a concentragdo do semimetal nos
gréos (QUAZI; SARKAR; DATTA, 2013)

Estudos tém demonstrado que o arroz e produtos relacionados a este grao sao
as maiores fontes de exposi¢gdo humana a este elemento em populagcées ndo expostas
diretamente ao As presente na agua (MONDOL, POLYA, 2008; RAHMAN et al., 2009;
BATISTA et al., 2011). As pesquisas envolvendo o elemento As no arroz iniciaram-se

em 1999 a partir de um estudo da concentragdo de As em alimentos da cesta basica
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nos Estados Unidos. Este estudo revelou altas concentragdes de As inorganico no arroz
guando comparado a outros alimentos como por exemplo trigo e cevada (SCHOOF et
al.,, 1999). Além disso, estudos tem demonstrado que as espécies predominantes no
grao de arroz sdo as espécies inorganicas do semimetal (As® e As®"), justamente as
consideradas formas mais tdxicas (ZAVALA et al. 2008; MEHARG et al. 2008).

No Brasil, Batista et al. (2011) determinou a concentragédo de As total e das
espécies quimicas deste elemento presentes em 44 amostras de arroz com diferente
processamento (branco, branco parboilizado, integral, integral parboilizado, parboilizado
organico e branco organico) e comercializados em diferentes regides brasileiras. Os
niveis de As total nas amostras brasileiras de arroz variaram de 107 a 427 ng/g, com
uma média de 222 ng/g, Além disso, as espécies de As mais encontradas na maioria
das amostras foram, em ordem decrescente, As®* (39,7%), DMA (38,7%), As®* (17,8) e
MMA (3,7%). Este estudo demonstrou que as formas mais toxicas (As®" e As®),
correspondem a 57,5 % do total deste elemento presente no arroz, permitindo concluir
gue o arroz brasileiro representa uma fonte de exposi¢do ao As significativa.

Diante da gama de efeitos toxicos relatados decorrentes da exposi¢cao ao As
e da sua presencga nos graos de arroz, diversos 6rgaos como a Food and Agriculture
Organization (FAQO) da Organizacdo Mundial de Saude (WHO), a United States Food
and Drug Administration (FDA), a Food Standards Agency (FSA) e a European Food
Safety Authority (EFSA) estdo em intensa discussao sobre a concentragdo de As
seguras a saude humana (SOUZA et al., 2015). A FAO/WHO tem recomendado uma
ingestdo semanal toleravel provisoria (PTWI) ndo mais que 15 ug de As inorganico
por quilo corporeo.

A ultima reunido do Codex que ocorreu em Genebra em 2014 resultou em um

valor preliminar para o nivel maximo de As inorganico em arroz polido de 200 ng g
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(FAO,2014). De acordo com a FAO / CODEX, os paises devem realizar a
especiagcao quimica para concentragdes de As total quando as concentragdes nas
amostras forem > 200 ng/g. Por outro lado, se a concentragdo de As total
encontrada for menor do que o valor sugerido maximo, nenhum outro teste é

necessario (FAO, 2014).

1.5 Bioacesssibilidade e Biodisponibilidade

Outra questao importante a considerar € a bioacessibilidade e biodisponibilidade
de As e suas espécies sobre a avaliagdo do risco de ingestdo através do consumo de
arroz (ALAVA et al.,, 2013; ALAVA et al., 2015; SUN et al., 2012).

Segundo o Conselho Nacional de Pesquisa (NRC) dos Estados Unidos a
"biodisponibilidade" é definida como a fragdo de dose de um contaminante que
atinge a circulagao sistémica (NRC, 2003; ROSTAMI, JUHASZ, 2011), ou seja, é a
por¢cado do analito contido no alimento ingerido que sera absorvido pelo intestino e
que subsequentemente alcanga o sistema circulatorio para ser redistribuido por todo
o organismo. O analito quando levado ao figado é biotransformado podendo exercer
os efeitos toxicos (KOCH et al., 2007; BOLAN et al. 2017).

A bioacessibilidade é um teste in vitro ou in vivo usado para prever a
biodisponibilidade, fornecendo informacdes acerca da fracdo dos elementos
quimicos que sao liberados da matriz (alimento) no trato gastrointestinal, tornando-
se disponivel para absorgéo intestinal (KOCH et al., 2011).

Recentemente, Islam et al. (2017) utilizando-se de um modelo in vivo, avaliou
a biodisponibilidade do As em diferentes cultivares (gendtipos diferentes) plantados

em regides contaminadas em Bangladesh e demonstrou uma variagao entre 25% e



Reviséo de Literatura | 22

94% na biodisponibilidade do elemento téxico, demonstrando que o gendtipo do
cultivar influencia neste parametro. Embora extremamente relevante a necessidade
em saber a bioacessibilidade e biodisponibilidade do As no arroz, estudos que

avaliam estes parametros em cultivares brasileiros ainda permanecem escassos.

1.6 Estudos toxicolégicos em contaminantes de alimentos

Ao longo dos ultimos anos, fatores como o aumento na produgdo de
alimentos, a crescente globalizagdo dos produtos, a utilizagdo de equipamentos e
procedimentos para armazenamento em grande escala; e poluigdes crescentes em
todos os compartimentos ambientais estdo aumentando o risco de exposicdo a
elementos toxicos através da ingestdo de alimentos (NACANO et al. 2014;
NASREDDINE E PARENT-MASSIN, 2002).

Ciminelli e colaboradores (2017) avaliaram a concentragdo de As em
diferentes alimentos da cesta basica brasileira vendida em supermercados, entre
eles, o arroz e feijdo que sdo os alimentos mais consumidos na dieta do brasileiro.
Seus resultados demonstraram que o consumo destes dois alimentos contribui entre
67% e 90% da ingestédo de As total na dieta. Outra recente e importante avaliagao foi
a determinacdo das concentracbes de As total e suas espécies em cultivares
plantados pelo método orgénico e convencional vendidos em supermercados
brasileiros. Além disso, ndo foram encontradas diferengcas estatisticas na
concentragdo de As total no arroz organico quando comparado ao arroz
convencional (SEGURA et al. 2016).

Apesar do crescente numero de estudos com a finalidade de identificar e

quantificar elementos téxicos em alimentos como o As, pouco se sabe sobre as
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concentragdes de As em amostras de cultivares de arroz brasileiro, tampouco sobre
a quantidade de As presente no arroz que € absorvida pelo organismo a partir da
ingestao deste alimento (BATISTA et al., 2011). Além da importancia da avaliagao
da seguranca alimentar, estudos que avaliam a exposi¢cao pela alimentagao,
absorcgao, distribuicdo e possiveis efeitos toxicos em organismos vivos ocasionados
pelas espécies do semimetal em alimentos sdo escassos, mas de extrema
importancia.

Nota-se também, que apesar de varios estudos toxicolégicos do As e suas
espécies demonstrando que o metaloide seja capaz de promover disfungéo
mitocondrial e estresse oxidativo, ndo se sabe até o momento quais seriam as
consequéncias do consumo do arroz contendo As sobre estes parametros.

Portanto, embora ja descrito na literatura que a identificacdo e a quantificagao
das formas do As sdo determinantes na avaliagao de sua real biodisponibilidade e
toxicidade, estudos mais concretos da sua bioacessibilidade em alimentos e um
maior entendimento dos seus mecanismos de toxicidade em decorréncia do
consumo de arroz, sdo necessarios. Neste contexto, dois estudos foram propostos
nesta tese, divididos em dois capitulos.

Capitulo I: Avaliagdo da bioacessibiliadade in vitro de As em arroz e a
distribuicdo do semimetal em tecidos de camundongos Swiss expostos pela dieta.

Capitulo Il: Avaliacdo de parametros redox em figado e alteragbes
mitocondriais em musculo e figado de camundongos Swiss decorrente do consumo

de arroz contendo As.
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Capitulo I: Avaliagcao da bioacessibiliadade in vitro de As em arroz e a
distribuicao do semimetal em tecidos de camundongos Swiss expostos pela

dieta

1 Introdugao

A ingestao pela dieta de elementos toxicos como o As representa riscos para a
saude humana e animal. Embora uma grande variedade de pessoas esteja exposta ao
semimetal através do consumo de agua contaminada, os alimentos também sé&o
importantes fontes de exposi¢cao para uma notavel quantidade de pessoas (ARSALAN
et al. 2017). Neste contexto, apesar da dieta desempenhar um papel significativo na
exposicdo humana, poucos estudos na literatura demonstraram quais espécies de As
estavam presentes nos alimentos, uma vez que as espécies organicas do metaloide
s&0 menos toxicas quando comparadas com as espécies inorganicas (BORBA et al.
2009, NAVAS-ACIEN et al., 2011, RATNAIKE, 2003). De acordo com a EFSA (2009)
quase 98% dos estudos publicados em 15 paises europeus consideraram a presenca
de As total em varios alimentos sem diferenciar espécies organicas e inorgéanicas.

Além da determinagc&o das concentragdes totais de elementos toxicos como
As e suas espécies em alimentos, estudos de avaliagdo de risco também devem
considerar sua bioacessibilidade, ou seja, a quantidade do composto ingerido que é
solubilizado a partir da matriz do alimento apds digestdo gastrointestinal. Este
parametro indica a maxima quantidade de um composto que podera ser absorvido
pelo organismo (KOCH et al., 2007; BOLAN et al. 2017).

Apo6s a absorcdo da fracdo bioacessivel, o As e suas espécies quimicas

podem se distribuir e concentrar nos tecidos. Neste sentido, estudos anteriores tém
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demonstrado os efeitos toxicos do semimetal em diferentes érgaos como figado,
rins, testiculos, pele entre outros. No entanto estes estudos utilizam o As presente
na agua contaminada ou solug¢des contendo As e suas espécies na forma livre e nao
avaliam os efeitos toxicos que esse metaloide presente em alimentos pode causar
(HUGES et al. 2003; LI et al 2017, SILVA et al. 2017, SORIA et al. 2017).

Portanto, estudos utilizando alimentos como o arroz, que possui capacidade
de absorver e concentrar grande quantidade de As e € consumido por cerca de 50%

da populacdo mundial, sdo necessarios.

2 Objetivos

Determinar as concentragdes de As no arroz e nas ragdes administradas aos
animais.

Realizar estudos de bioacessibilidade in vitro com o arroz e a ragdo para
determinar e quantificar as espécies quimicas presentes.

Determinar as concentragdes de As em tecidos de camundongos Swiss apos

exposigao crénica ao As através da dieta.

3 Metodologia

3.1 Plantio do arroz

3.1.1 Preparo do solo para o plantio do arroz

O cultivar comercial BR IRGA 409 (primeiro cultivar do tipo modernoffilipino de

planta, langcada em parceria pela Embrapa e IRGA no ano de 1979. Destaca-se pela
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excelente qualidade dos graos e alta produtividade (EMBRAPA, 2013). Este cultivar
€ proveniente do Instituto Rio Grandense de Arroz e foi plantado em estufas da
Fazenda Experimental da Ouro Fino Agrobusiness (Guatapara, SP).

O solo de cultivo foi preparado com mistura de solo superficial, areia e matéria
organica nas proporgdes 2:2:1, respectivamente. Apos esta etapa foi realizada uma
amostragem, coletando 10 amostras para caracterizagdo da concentracdo de As
presente no solo de cultivo. Aproximadamente 10 g de solo foram secas, moidas,
peneiradas (< 0,5 mm) e digeridas em micro-ondas. Apds o preparo das amostras
estas foram analisadas por ICP-MS. Foi encontrada concentragdo média de As
presente no solo de cultivo de 45 + 7.2 ng. g'1 de solo. Esta concentragao foi
considerada para o preparo da solugao de As, utilizada no estudo, de forma que a
concentragao final no solo ficasse em 10 mg de As. kg'1 de solo.

Esta solugdo de As (As®) foi preparada dissolvendo-se 1,2 g de pentdxido de
As (As205.H20, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) primeiro em hidroxido de aménio 0,18
mol L™ (NH4OH, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) e apés em &cido nitrico 0,3 mol L™
(HNO3).

Para o plantio das mudas foi utilizado substrato organico BIOPLANT PRATA
HT, da Bioplant que tem em sua composi¢cdo casca de pinus (principal matéria

prima), agregantes como fibra de coco, vermiculita e nutrientes em pH de 5,5 a 6,0.

3.1.1.1 Plantio das mudas e transplante para os vasos

Esta etapa foi realizada na casa de vegetacdo da Fazenda Experimental da

Ouro Fino (Figura 4A), na cidade de Guatapara-SP. A semeadura foi realizada em

outubro de 2014, época considerada ideal para semeadura pela EMBRAPA, em
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bandeja para crescimento de mudas de 7 cm de profundidade (Figura 4B) foi
adicionado substrato organico, aguado, adicionadas 2 sementes da cultivar (Figura
4C) e identificado. A bandeja foi acondicionada em um ambiente umido (60%) com
temperatura variando entre 15 a 25 °C por 15 dias. Depois deste prazo as mudas
(Figura 4D) foram replantadas (com todo o conteudo do pequeno vaso que a muda
estava contida) em vasos maiores (tambores).

Os vasos plasticos (tambores) utilizados no plantio foram de 100 L com 30 cm
de profundidade. Em cada vaso (tambor) foi colocado um saco plastico de
densidade elevada para simular o plantio irrigado (evitar o extravasamento do solo
ou da agua de irrigagao e a contaminagao do ambiente com As). Em seguida foram
colocados 75 kg de solo pré-selecionado (solo superficial: areia: matéria organica
2:2:1). Esse solo foi removido e uma muda foi transplantada (Figura 4E). Apds o
transplante, a muda ficou em aclimatagcdo por uma semana. Finalmente apds esse
periodo, de 2 a 3 cm do caule foi encoberto com uma lamina de agua (sistema de
inundacao) e, além da agua, os vasos expostos receberam 5 L de uma solug¢ao de
As®* a 150 mg kg 'de forma que a concentragdo final ficasse ao redor de 10 mg de
As kg” solo (Figura 4F). Os vasos foram regados diariamente pela manha para
manter o caule encoberto de 2 a 3 cm de agua. A temperatura e a umidade médias

da casa de vegetagao foram de 21,7 °C e 58,3% respectivamente.
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Figura 4: Etapas do plantio

Legenda: a) casa de vegetacdo b) bandeja para crescimento das mudas c¢) semeadura d) mudas e)
transplante da muda para o vaso (tambor) f) cultivares plantados em vasos (tambores) simulando o
cultivo de arroz irrigado.
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3.2 Determinacao de As total e espécies de As e de elementos quimicos

(téxicos e essenciais) nos graos de arroz

Ap6s completa maturagdo dos graos das plantas, as paniculas foram retiradas
e 0s graos descascados, moidos e tamisados (<250um) para a analise da
concentragdo de elementos essenciais, do As e outros elementos toxicos presentes
nos gréos. O arroz plantado sem a adicdo de As no solo foi considerado nosso
grupo controle e chamado de As (-) e o arroz plantado em solo com adi¢gdo de As,
chamado de grupo As (+), que foram utilizados para a fabricagdo da racdo dos
grupos controle As (-) e exposto As (+).

O procedimento de digestdo das amostras de arroz foi realizado em triplicatas
de acordo com Nardi et al. (2009), utilizando 5 ml de HNO3; 20% v/v + 2 ml de H,0,
30% v/v + 250 mg de amostra e colocados em sistema de micro-ondas (MILESTONE

ETHOS D, Italia). O programa de aquecimento esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Programa de aquecimento do forno de microondas utilizado para digestéao
das amostras de arroz.

Etapa Temperatura (°C) Poténcia (W) Tempo (min)
1 160 1000 4,5
2 160 0 0,5
3 230 1000 5,0
4 230 1000 15
5 0 0 20

Posteriormente, as amostras digeridas foram resfriadas a temperatura

ambiente, transferidas para tubos Falcon® e o volume completado para 50 mL com
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agua Mili-Q. A curva de calibragéo foi preparada por meio do padrdo multielementar
contendo As no intervalo de concentragcdo de 1 a 20 pg/L. Rédio (Rh), na
concentragao de 10 ug/L, foi utilizado como padrao interno.

A determinacdo dos elementos quimicos foi realizada em um espectrébmetro de
massas com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS ELAN DRC I,
PerkinElmer, SCIEX, Norwalk, CT, EUA), equipado com cone de amostragem e skimmer
de platina e operando com argdnio de alta pureza (99.999%, Praxaair, Brasil). O sistema
de introducdo de amostra foi composto por uma camara de nebulizacdo de quartzo tipo
ciclonica e um nebulizador de Meinhard® conectados por tubos Tygon® a bomba

peristaltica do ICP-MS. As condigbes operacionais estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢des operacionais do ICP-MS para determinacdo da concentragao
de arsénio total.

Poténcia de radio frequéncia 1200W
Modo de varredura Peak hoping
Vaz&o do gas (Ar) Plasma 15 L min™; Auxiliar 1,2 L min™

Vazao do gas de nebulizagéo 0,56-0,98 L min ™

Rotagcao bomba Peristaltica 20rpm

Padr&o interno '%Rh (10ug L)
Isétopo “As
Interface Cones de platina
Cone de amostragem 1,1mm
skimmer 0,9 mm
Resolugao 0,7u
Replicatas, Sweeps, Leituras 3,40,1

O preparo de amostras para especiagao quimica de As e do material de

referéncia certificado SRM 1568b Rice Flour (Arroz), proveniente do National
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Institute of Standards and Technology (NIST, EUA) foram feitos de acordo com
Batista et al., (2011). Foi utilizado como solugéo extratora 10 ml de HNO3 2% (v/v) +
aquecimentoa 95°C, filtradas em filtros de celulose de 0,20 um e injetadas em
HPLC-ICP-MS. As condigbes cromatograficas e operacionais para a realizagao

desta analise estao descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Condi¢cbes operacionais do HPLC para as analises de especiagao
quimica de As

Hamilton PRP-X100 (5 ym, 150 mm x 4,6
mm)
10mmol L' HPO42-/H2PO4- pH 8,5 +

Coluna (troca ani6nica)

Fase movel 29%(v/v) MeOH
Vazéo da fase mével 1 mL min™
Temperatura da coluna 25 °C
Equilibrio 1 min
Tempo de corrida 8,5 min
Lavagem 1 min
Modo Isocratico
Volume de injegao 100 uL
Quantificagcéo Altura de pico

3.3 Preparo da ragao para consumo dos animais

A quantidade de arroz a ser administrada aos animais foi definida com base
em dados fornecidos pela Pesquisa de Orgamentos Familiares — 2008, 2009 —
Analise do Consumo Alimentar Pessoal no Brasil (POF 2008/2009), mostrando que o
arroz representa 20% da dieta do brasileiro. Sendo assim a ragdo administrada aos

camundongos teve 20% de arroz. .
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As amostras de arroz coletadas foram utilizadas para a producédo dos pellets
de racdo, juntamente com os demais ingredientes comprados da empresa Rhoster
Industria e Comércio Ltda. Deste modo, foram produzidas duas rag¢des, uma
contendo arroz com baixa concentragdo de As, chamada de grupo R As (-) e outra
contendo o arroz que foi plantado onde se adicionou As, que foi denominada R As
(+). A Tabela 5 fornece uma composigao total e detalhada da dieta habitual para
camundongos. Sabe-se que as ragdes apresentam em sua composi¢ao farelo de
arroz como um componente que pode contribuir para uma porcentagem extra de
arroz aos animais. Neste estudo, o farelo de arroz foi substituido no preparo das
racoes pelo arroz plantado por nés sem ocorréncia de alteracdo no balanco

nutricional de cada animal.

Tabela 5 - Composic¢ao nutricional da dieta habitual para camundongos.

Composic¢ao nutricional Porcentagem (%)
Farelo de milho 29,40
Farelo de soja 24,60
Farelo de trigo 10,00
Farelo de carne 9,00

Caulim (Calcareo) 1,95
Melago em po 2,00
Sacarose (P.A.) 1,00
Oleo de soja 1,00
Sal comum 0,50
Foscalcio 0,40
Arroz 20,00
Minerais e vitaminas 0,15

Total 100,00
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Antes do preparo das ragdes foram determinadas as concentragées dos
elementos téxicos As, cadmio (Cd) e chumbo (Pb) nos insumos, para assegurar
que os componentes da ragado n&o apresentavam concentragdes relevantes de

elementos téxicos, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracédo de As, Cd e Pb nos componentes da racao.

Componente As (ng/qg) Cd (ng/qg) Pb (ng/g)
Farelo de milho 4,9+1,2 1,310,2 6,5+1,5
Farelo de soja 13+0,3 16+1,2 15+7,3
Farelo de carne 17+6,7 2,8+0,6 3145,2
Caulim 66117 4,8+1,7 59+17
Melaco em pé 10£9,3 16x0,3 14+0,7
Sacarose <LOD 0,1+£0,03 <LOD
Fosfocalcio 104+30 238169 108110
Sal 0,5+0,2 0,30,2 2,8+1,5

3.4 Ensaio de bioacessibilidade

Uma aliquota de arroz plantado de ambos os grupos (As (-) e As (+)) foi
separada para os testes de bioacessibilidade. Apos o preparo das ragbes que
seriam administradas aos animais (RAs (-) e RAs (+)), foram realizados ensaios de
bioacessibilidade. A avaliagao in vitro da bioacessibilidade foi realizada de acordo
com Bertin et al., (2016) e com a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, 2000). O
ensaio foi realizado em duas etapas, para mimetizar a solugdo gastrica e solugéo
intestinal. Para verificar a exatiddo do procedimento foi utilizado material de

referéncia certificado NIST de farinha de arroz 1568b.
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3.4.1 Solugao gastrointestinal

A solugédo gastrica foi preparada dissolvendo 0,32 g de pepsina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) com 0,7 mL de HCI (36 % v/v, Synth, Brasil) 12 mol/L,
seguido da adicdo de agua deionizada para um volume de 100 mL, sendo que a
pepsina foi previamente diluida em &gua deionizada (Millipore RiOs-DITM,
Massachusetts, EUA) antes da adicdo do HCI. Em seguida o pH foi ajustado para

1,2 utilizando uma solugéo de HCI (0,1 mol/L).

3.4.2 Solugao intestinal

Para o preparo da solucéo intestinal foram solubilizados 0,2 g de sais biliares
(0,08 g de glicodeoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) + 0,05 de
taurodeoxicolato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) + 0,08 de taurocolato de
sédio hidratado (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 0,5 g pancreatina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) em uma solugdo de NaHCO; (3% m/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis,

EUA) para 100mL.

3.4.3 Digestao gastrica

A digestao gastrica foi realizada com 200 mg de amostras (duplicata) que
foram pesadas em tubo tubos cbnicos de 50 mL (Falcon®, Corning, Tamaulipas,
México) e adicionados 3 mL da solugdo gastrica a um pH de 1,2. As amostras em
seguida foram colocadas no banho maria (SL1522L, Solab, Brasil) a 37° C por2 h e

agitadas periodicamente.
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3.4.4 Digestao intestinal

Posteriormente a digestdo gastrica, foram adicionados NaHCO3; (3% m/v)
para um ajuste de pH para 6,8 e em seguida adicionado 3 ml de fluido intestinal,
seguido de aquecimento em banho maria a 37° C por 2 h com agitagdo. Por fim,
apos o banho termostatico as amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente e
em seguida centrifugadas (SL700, Solab, Brasil) a uma velocidade de 1077 g por 20
min. Os sobrenadantes desta etapa foram separados dos precipitados e assim
submetidos a digestdao para a determinagdo da concentragdo dos elementos e

especiacao quimica do As como descrito na seg¢ao 3.1.1.

3.5 Tratamento dos animais

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética de pesquisa animal local
(CEUA-USP), protocolo numero 15.1.486.60.0 conforme demonstrado em anexo.

Apoés a aprovagao, foram utilizados camundongos machos Swiss (21 dias/15
a 20 gramas) provenientes do Biotério Central da Prefeitura do campus de Ribeirdo
Preto. Os animais foram alojados em caixas convencionais (2 animais por caixa) e a
cada 7 dias foram pesados, para verificar a massa corporal e adeséo ao tratamento.
Os animais foram mantidos em salas com ciclo claro/escuro de 12 horas, com
umidade e temperatura controlada (22-25°C), alimentados com ragdo segundo seu
grupo e agua filtrada a vontade.

Os animais foram divididos em 2 grupos, com 6 animais em cada:

- Grupo As (-) (n=6): Controle, tratados com a racgéo feita a base de gréos

provenientes de arroz plantado sem adicéo de As.
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- Grupo As (+) (n=6): Tratados com a racao feita a base graos provenientes
de arroz naturalmente contendo maiores concentragdes de As.

O tratamento foi realizado durante de 100 dias para ambos os grupos para
mimetizar uma exposicdo cronica. Ao final de cada tratamento, os animais foram
pesados e eutanasiados através do mondxido de carbono. Esta eutanasia se
justifica, ja que o uso de anestésicos para a eutanasia geralmente altera as fungdes
mitocondriais em figados de animais. Estas fungdes sdo o objetivo fundamental de
investigacao do estudo presente no segundo capitulo desta tese. Dessa forma, para
melhor confiabilidade dos nossos resultados utilizamos apds o mondxido de carbono
o0 método fisico de eutanasia de decapitacao.

ApoOs a eutanasia foram coletadas amostras de 12 tecidos: bago, bexiga,
coragao, cérebro, figado, gastro, osso, pele, pelos, pulméo, rins, testiculo para a
determinacdo da concentragcdo de As nos tecidos. As amostras de tecidos foram

adequadamente armazenadas a -80 °C.

3.6 Determinacao de As nos tecidos de camundongos Swiss

As amostras de tecidos coletados dos camundongos foram previamente
liofilizadas e, em seguida, preparadas para analise segundo o método proposto por
Batista et al. (2009). Assim, 1 mL de TMAH 50% v/v foi adicionado a
aproximadamente 75 mg de cada tecido liofilizado. Esta mistura foi mantida em
rotacdo overnight a temperatura ambiente. Apds esta etapa de solubilizagao,
completou-se o volume para 10 mL com solugdo contendo 0,01% v/v de Triton® X-
100 e 0,5% v/v de HNOs. O Rh, na concentragdo de 10 ug L-1, foi utilizado como

padrao interno para minimizacdo de possiveis variagdes durante as analises. A
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curva de calibragao foi preparada utilizando padrdo multielementar contendo As no
intervalo de concentragdo de 1 a 20 ug L. O material de referéncia certificada
1577c, Bovine Liver, NIST também foi analisado para garantia da exatiddo do

método.

3.7 Analise Estatistica

As concentragdes de As e outros elementos quimicos estdo representados
pela média * desvio padrdo, enquanto as concentragdes de As nos tecidos dos
animais estao representados pela média £ erro padrdo da média. As diferencas
entre os tratamentos foram avaliadas utilizando o teste t de Student, utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism 5.0 Software. Valores menores que 0,05 foram

considerados significativos.

4 Resultados e discussao

4.1 Determinagao da concentracao de As e outros elementos quimicos

Primeiramente foram determinadas as concentragdes de As total e outros

elementos téxicos e essenciais no arroz, cultivado com a adi¢do de As no solo (As

(+)) e no arroz plantado sem adigdo de As no solo (As (-)). Os resultados estao

demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Concentragéo de elementos toxicos e essenciais nos graos de arroz

Plantio/ As Ca Co Cd P Mg Se Zn
Solo (ng/g) (ng/g) (nglg) (nglg) (ug/g) (ng/g) (nglg) (ng/g)

104+ 58,5 = 39,1+ 5,2+ 2874+ 1085+ 62 + 24,6+

As() 959 24 22 0.5 83 62 20 27

251+ 48,9+ 32,6+ 3,5+ 2639+ 955+ 95+ 259+

As (+) 23,7 10,4 1,2 0,4 187 90 9,5 1,2

Os resultados demonstram que o arroz plantado em solo com a adi¢cdo de As
apresentou concentragao 251 + 23,7 ng/g As e estatisticamente superior ao arroz
plantado sem adicdo de As, que apresentou 104 + 25,9 ng/g As. Estes valores
mostram a eficiéncia deste cereal em absorver este elemento quimico do solo. Em
geral, o cultivo de arroz em condigbes alagadas (anaerdbicas ou terras baixas),
como o realizado neste trabalho, facilita a mobilidade do semimetal e aumentam a
concentragao desse elemento nos graos (XU et al., 2008; LIAO et al., 2005; SAHA ,
ALl, 2007; LU et al., 2009; MEHARG et al., 2009).

As concentragdes de As nos graos observadas neste estudo estdo em acordo
com as concentragdes de As nas amostras de arroz comercializadas no Brasil
(variagdo de 107,9 a 427,7 ng/g, BATISTA et al. 2012). Por outro lado, os valores
encontrados em nosso estudo sao superiores aos encontrados em paises como
Nigéria (58.8 + 0.7 ng/g), Canada (65 ng/g) e india (45.6 ng/g) (ADEYEMI et al.
2017; WILLIAMS et al. 2005).

Plantas exibem uma capacidade diferente de absorver e translocar elementos
quimicos téxicos e essenciais a partir do solo para as partes aéreas (NADIMI-GOKI
et al., 2014). Em relagdo aos elementos essenciais nota-se que as concentragdes

destes apresentam-se menores no grupo As (+) em relagdo ao grupo As (-). Entre as
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diferentes formas quimicas de As presente no solo, o As®* é a forma predominante
em solos aerobicos. Esta forma de As € um analogo do fosfato, podendo o As ser

absorvido e transportado pelos mesmos canais de P (XU et al., 2008).

4.2 Estudo de bioacessibilidade

Estudos de bioacessibilidade in vitro sdo amplamente utilizados na literatura,
para simular as condi¢gdes enzimaticas e quimicas que o arroz ou outro alimento esta
sujeito no trato gastrointestinal (BOLAN et al. 2017, LAPARRA et al. 2005, HE et al.
2012, TRENARY et al. 2012). A Tabela 8 mostra a concentragdo total de As
presente no arroz, a concentracdo bioacessivel bem com a fracdo bioacessivel.
Podemos observar que a fracdo bioacessivel do arroz As (-) (70,2%) e As (+)
(55,2%), sao menores que 100%, o que significa que a exposi¢cdo interna ao
elemento (fracdo bioacessivel) foi menor que a exposigdo externa (ingestdo do
elemento). Estudos anteriores com arroz cultivados nos Estados Unidos
demonstraram que o As bioaccessivel em 31 amostras investigadas variou de 53% a
102% (HE et al. 2012). Laparra et al. (2005) testou a bioacesssibilidade de 12
amostras de arroz cozido e demonstrou que 90% do As estava bioacessivel,
demonstrando que o cozimento nao alterou a bioacessibilidade do metaloide. Em
concordancia com nosso estudo, a avaliacdo de 17 amostras de arroz cultivada nos
Estados Unidos teve um média de bioacessibilidade de 61%, variando de 45% a

79% (TRENARY et al. 2012).
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Tabela 8 - Concentracdo e fragdo bioacessivel do arroz plantado e da ragéo
preparada com arroz.

Amostra Concentragao Concentragao Fracéo
total (ug/Kg) bioacessivel bioacessivel %
(Wg/Kg)
As (-) 104+ 25,9 7315,79 70,2
As (+) 2511237 138+46,2 55,2
R As (-) 335+57,3 2531114 75,5
R As (+) 585.5+30,1 442+59,0 75,5

Nés avaliamos a bioacessibilidade das ragdes que foram administradas aos
animais, porque quando um alimento é ingerido, este pode conter diversos agentes
toxicos e ou nutrientes (proteinas, fibras), ademais um alimento pode ser consumido
concomitantemente com outro e neste caso podem interagir com o arroz, diminuindo
ou aumentando a absorgdo do As (BOLAN et al. 2017). Nosso estudo demonstrou
que tanto a racgao feita a partir do arroz controle quanto o com o arroz plantando em
solo, com adi¢ao de As, apresentaram fragdo bioacessivel semelhantes (75,5%).

Além das informagdes acerca da concentragéo total do elemento toxico e da
sua fracdo bioacessivel, para se estimar o real risco deste elemento quimico a
saude, é fundamental determinar as espécies do metaloide presentes nas amostras
e correlaciona-las com os possiveis efeitos bioquimicos e toxicolégicos (KOT e
NAMIESNIK, 2000). Portanto, a técnica de especiacdo € a melhor maneira de
estimar o risco da exposicdo ao As presente em amostras de alimentos como o
arroz, especialmente quando consideramos a biodisponibilidade da espécie e a sua

toxicidade (BATISTA et al. 2012,
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Assim sendo, foi realizada a especiagdo quimica da concentragao
bioacessivel das amostras para elucidar quais eram as espécies quimicas presentes
e quantifica-las. A figura 6 demonstra os cromatogramas referentes a esta analise. O
primeiro cromatograma (Figura 5A) representa a separagdo cromatografica de 4
padrdes analiticos de As na concentragao de 20 ug/L, sendo, respectivamente, As*,
DMA, MMA e As®*. Para garantir o controle de qualidade das analises de especiacao
foi realizada a analise do material de referéncia de arroz NIST 1568b Rice Flour. O
valor de referéncia para esse material certificado é de 290+30 ng g de As, a
recuperacgao para a especiagao quimica ficou acima de 85% e a soma das espécies
n&o diferiram estatisticamente do valor certificado no material de referéncia NIST
Rice Flour 1568b. A Figura 5B representa um cromatograma de uma amostra

analisada.
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Figura 5: Cromatogramas tipicos obtidos da analise de especiagdo quimica de arsénio
(expresso como arsénio, m/z=75).
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A Tabela 9 exibe as concentragdes das espécies quimicas encontradas neste

estudo.

Tabela 9 - Concentragdo bioacessivel e % bioacessivel em relacdo ao total das

amostras estudadas

Amostra Concentracao bioacessivel % bioacessivel em relacao ao
(Mg/KQ) total
As (+)
As* 39,6+5,81 15,8
DMA 19,1+1,0 7,6
As®* 51,4+4,83 21,8
R As (-)
As® 100x12,5 30,0
DMA < LOD* < LOD*
As®* 133+14,2 39,8
R As (+)
As® 133+£27,3 22,8
DMA 1241126 21,3
As®* 183+14,8 31,4

* Para a espécie DMA, os valores ficaram abaixo do limite de deteccdo (LOD) experimental que

corresponde ao valor 0,04 ng/g.

Devido a baixa concentracdo de As presente na amostra de arroz plantado

em solo sem adigdo de As (As (-)), nenhuma espécie de As foi detectada pelo

meétodo utilizado. A tabela 10 apresenta as concentragdes das espécies quimicas

encontradas neste estudo. Como pode ser observada, a espécie encontrada em

maior concentragdao tanto no arroz plantado em solo com adicdo de As (As (+))

quanto nas ragdes administradas aos animais foi o As®*. Nota-se ainda, que a racéo

R As (-) apresentou apenas as espécies inorganicas de As.

A alta concentracdo da espécie As>* encontrada neste estudo pode ser explicada

pela relagdo a absorcao das diferentes espécies de As pela planta. Estudos demonstram

um favorecimento na absor¢do de As inorganico, devido a alta solubilidade em agua, o

que aumenta sua mobilidade no solo, sendo eficientemente absorvido pelas raizes (XU et
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al. 2008). Nas raizes, as plantas de arroz absorvem o arsenito As®* principalmente
através de transportadores de acido silicico e As®* por competicdo com fosfato devido a
similaridade estrutural, favorecendo e prevalecendo as formas inorganicas em grao de
arroz. Ainda, as formas metiladas DMA e MMA sé&o absorvidas muito mais lentamente do
que formas inorgénicas (MEHARG, NAYLOR e MACNAIR, 1994; ABEDIN et al., 2002;
ABEDIN, FELDMANN e MEHARG, 2002; MA et al., 2006; MA et al., 2008).

Destaca-se na tabela 10, a porcentagem da fragao bioacessivel em relagcao ao
total, ou seja, é a porcentagem da espécie quimica que foi ingerida e pode se tornar
acessivel para ocasionar dano a satde. A espécie As®* apresentou maior porcentagem
em todas as amostras analisadas, As (+) (21,8%), R As (-) (39,8 %), R As (+) (31,4%).
Importante também mencionar que a porcentagem bioacessivel presente em ambas as
racdo das formas inorganicas sao superiores a 50%, demonstrando uma alta
bioacessibilidade das formais mais tdxicas do semimetal. Estes resultados s&o
corroborados por estudos anteriores que demonstram que as formas inorgénicas de As
s&0 mais bioacessiveis que as espécies organicas de As (ALBERT et al. 2006, BOLAN
et al. 2017, LAPARRA et al. 2005). Foi demonstrado, que o DMA é pouco absorvido
ap6s a administracdo oral de arroz contendo altas proporcbes de espécie As
inorganicas, resultando em baixos valores de biodisponibilidade para esta forma
organica. Laparra et al. (2005) demonstraram que apds o cozimento de amostras de
arroz, 80% do As total presente era As na forma inorganica e que mais de 90% deste
As estava bioacessivel, demonstrando a alta bioacessibilidade destas espécies. Um
unico trabalho avaliou a biodisponibilidade in vivo de As em arroz por meio de um
balanco de massa durante um curto periodo de exposi¢do humana a uma dieta
controlada baseada em arroz contendo o metaloide. A taxa de excrecao urinaria, foi
usada para avaliar a bioacessibilidade do As no arroz para o corpo. O As excretado na
urina deve ter sido inicialmente absorvido pelo sistema digestivo, metabolizado e

circulado no sangue antes de ser eliminado. A biodisponibilidade real do As no arroz
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provavelmente sera maior do que a induzida pela taxa de excre¢cao do As urinario que
foi de 60% da concentracao ingerida (HE, ZHENG, 2010).

Tendo em vista que a espécie As® esta relacionada com alteragdes na
fosforilagdo oxidativa € importante se estudar quais os 6rgaos onde o As pode se
distribuir e acumular e ainda quais danos na maquinaria energética em 6rgaos alvos

esse metaloide pode causar.

4.3 Determinagao da concentragcao de As nos tecidos dos animais expostos

Na etapa seguinte, foram administradas as ragdes para o grupo controle As (-) e
exposto As (+) por um periodo de 100 dias. Durante o tratamento a massa corporal dos
grupos foi verificada semanalmente. A figura 6 demonstra que a massa corporal
aumentou proporcionalmente nos 2 grupos e nao foi diferente entre os tratamentos,

sendo um fator importante para avaliar a aceitacao da dieta.

Figura 6: Variacdo da massa corporal dos camundongos durante o periodo de 100 dias de
tratamento.

-~ As (-)
40- = As (+)

Massa corporal (g)

0 L) L) L) L) L) L)

1
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Dias de tratamento

Legenda: Os valores sdo expressos como meédia + erro padrao da média. Nao foi
encontrada diferenca estatistica (p > 0,05).
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As concentragbes de As total em bago, bexiga, cérebro, coracdo, figado,
0sso, pulmobes, pele, pelos, rins, trato gastrointestinal e testiculos dos animais séo
mostradas na Figura 8. De um modo geral, os resultados indicam um aumento na
concentragdo do metaloide nos tecidos avaliados comparativamente ao grupo
controle (As-) (p> 0,05) com excegdo do coragdo, 0sso, cérebro e trato
gastrointestinal.

As maiores concentragdes apds a exposigao dos animais do grupo As (+)
foram encontradas em ordem decrescente bexiga, pelo, rim, bago, testiculo, pele,

figado pulméo, coragao, 0ssos, cérebro e trato gastrointestinal.
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Figura 7: Distribuicdo da concentracdo do As nos tecidos (ng/g).
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O d6rgao que apresentou a maior concentragao apds a exposi¢cao crénica do
metaloide através da dieta foi a bexiga, sendo a média de concentragdo do grupo As
(+) de 271 £ 114ng/g e no grupo As (-) 25,8 + 10,4 ng/g (p < 0,05). Estudos
epidemioldgicos recentes demonstram uma correlagdo positiva entre cancer de
bexiga e exposicdo ao As (POLO et al. 2017, SMITH et al. 2017; LYNCH et al.
2017). Neste contexto, Saint-dacques et al. (2017), sugeriram um aumento no risco
de cancer de bexiga na populagdo canadense exposta a baixa concentragdo de As
(abaixo de 10 ug/ L) considerada segura pela OMS. Recentemente, estudos
avaliando a distribuicdo e acumulo do metaloide em tecidos também identificaram a
bexiga como o 6rgado que mais acumulou As em camundongos apos tratamento pela
via oral (SOUZA et al. 2017;LI et al 2017). Apds exposig¢ao de diferentes doses (2,5;
5; 10 e 20 mg/kg) de arsenito de sddio (NaAsO,), foi observado que a concentragao
urinaria mais alta ocorria apds uma hora de exposig¢ao, cessando apods 72 horas da
exposi¢cao, no entanto, ocorria um acumulo do semimetal principalmente na bexiga
(LI et al. 2007). Embora ndo tenhamos analisado a urina, o uso do tecido da bexiga
pode fornecer informagdes importantes em relacdo a deposicdo de As, uma vez que
a eliminagdo do metaloide ocorre principalmente pela urina e a bexiga armazena
temporariamente a urina antes da excregéo (LI et al. 2007).

As altas concentragbes de As determinadas nas amostras de pelo foram
superiores a 100 ng/g no grupo exposto As (+). As espécies do semimetal
absorvidas podem se acumular em pelos e cabelos provavelmente devido a
composi¢cdo da proteina capilar (a queratina) que possui um grande numero de
aminoacidos contendo enxofre, como a cisteina e grupamentos sulfidrilas. Portanto,
uma grande afinidade & ligagdo do As®* aos grupamentos sulfidrilas da molécula de

queratina pode ocorrer, levando a um acumulo e excrecio, este processo pode ser
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caracterizado como uma possivel forma de eliminagdo do organismo (BYRNE et al.,
2010, HUGHES, 2006). Neste sentido, estudos na literatura utilizam o cabelo como
um biomarcador de exposicdo ao semimetal, principalmente estudos que
correlacionam a exposi¢cdo ao As em areas altamente contaminadas pela agua de
beber (MIDDLETON et al. 2016, WEI et al. 2017). Brahman et al. (2016a),
determinaram a concentragao de As total em agua e cabelo de individuos que viviam
em areas com alta (52 a 235 ug/L) e baixa (2.63 a 4.46 pg/L) concentracéo de As em
agua. Uma correlagao positiva entre As no cabelo e o semimetal presente na agua
de beber de individuos de area com alta exposicdo foi demonstrado e ainda estes
individuos com alta concentracdo de As no cabelo possuiam um alto risco de efeitos
nao carcinogénicos e de carcinogénese em relagdo aos individuos que possuiam
baixa concentracdo de As em cabelo.

Ainda, Brahman et al. (2016b) demonstraram que criangas de diferentes
regides de Bangladesh possuiam diferentes riscos de arsenicose, uma vez, que as
criangas expostas as maiores concentracbes de As em agua possuiam maior
concentragdo do metaloide nos cabelos. Além disso, outro estudo demonstrou a
presenca de As em cabelo de individuos que consumiam alimentos provenientes de
uma &rea contaminada na india (SAMANTA, et al. 2004).

Ressalta-se ainda, uma correlagao significativa e positiva entre a exposigao
ao As inorganico e a determinagédo deste elemento em matrizes bioldgicas, como
cabelos, urina e sangue (HUGHES et al., 2003).

Outro 6rgédo que acumulou grande quantidade do semimetal foi o rim, a
concentragao no grupo As (+) foi 61118 ng/g e no grupo As (-) 16 £ 6 ng/g (p<0,05).
A alta concentragdo de As nos rins pode ser observada em estudos anteriores.

Como por exemplo, apos repetidas administracbes de arsenato (0,5 mg As/kg)
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durante 10 dias observou—se a distribuicdo do semimetal em diferentes tecidos,
encontrando a maior distribuicdo de As inorganico (57%) no rim (HUGES et al.
2003). Em outro estudo, onde houve exposicdo de camundongos a forma quimica
As®*, por meio da agua de beber durante 12 semanas, observou-se o acimulo de As
nos rins em relagdo a outros o6rgaos estudados (MMA foi a forma quimica
encontrada predominante) (KENYON et al. 2008).

Estudos tem demonstrado um importante acumulo de As nos rins, sugerindo
este como um 6rgao alvo para os efeitos toxicos do metaloide, uma vez que uma
grande fragdo do As absorvido é filtrado pelos rins, para ser excretado pela urina
(ORR, BRIGDES, 2017). Neste sentido, apés a administragdo oral de arsenito de
sédio (NaAsO,) (10 mg/kg por 2 dias) em camundongos foi observado um acumulo
do semimetal neste tecido que levaram a mudancas morfoldgicas nas células
epiteliais dos rins (SINHA et al. 2008). De forma similar, Zheng et al. (2017) ap6s a
administracado de NaAsO,, 4 mg/kg, também observou altera¢des patoldgicas e dano
ao DNA de camundongos expostos.

Evidéncias epidemioldgicas ressaltam a associagdo entre exposigdo ao As e
diminuicdo da funcdo renal. Desta forma, uma associacdo positiva entre as
concentragdes de As urinario e N-acetil-3-d-glucosaminidase urinaria, um indicador
de diminuigado da funcéo renal, tem sido observada em individuos na Coréia e em
uma area endémica da China (EOM et al. 2011; WANG et al. 2009). Além disso, a
exposicao as espécies de As parece levar a metilacdo do DNA e a acetilagdo de
histonas, o que, por sua vez, pode causar alteracbes epigenéticas nas células
tubulares renais, resultando em alteragcbes pro neoplasicas, como o0 aumento da
proliferagdo e a desregulagdo do ciclo celular nas células renais, que podem

representar etapas iniciais na progressédo de certos tipos de cancer, como nos rins
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(SCOTT et al. 1993; ORR, BRIGDES, 2017). Atualmente, varios estudos na literatura
demonstram uma correlagao positiva entre a exposi¢cao ao As e incidéncia de cancer
renal (KUO et al. 2017; HSUEH et al. 2017, SAINT-JACQUES et al. 2017, SMITH et
al. 2017).

O presente estudo demonstrou um acumulo na concentragédo de As no baco
dos animais As (+) 54 + 9,8 ng/g quando comparado ao grupo As (-) 27 + 1,4 ng/g
(p<0.05). Recentemente, Soria et al. (2017) avaliaram a exposi¢éo de ratos a 100
Mg/mL de arsenito de sddio na agua potavel durante 2 meses e observouaram um
acumulo de As nas polpas brancas e vermelhas do bacgo e identificou disfuncoes
enzimaticas (que participam do mecanismo redox) em esplendcitos devido ao
acumulo do metaloide. Os autores sugerem que o As interrompe as vias imunes e a
homeostase redox neste érgao.

Os testiculos apresentaram uma concentragdo de 53 £22 ng/g no grupo As
(+) e 29 + 4,8 ng/g, sugerindo que o testiculo possa ser um 6rgao alvo ao metaloide.
De fato, Silva et al. (2017) demonstraram que a exposig¢ao de trioxido de arsénio em
ratos machos levou a alteragdo no processo espermatogénico como diminuigao do
numero de espermatozoides, degeneragdo e esfoliagdo do epitélio seminifero de
células germinativas e proporgdo alterada de nucleo/citoplasma de células de
Leydig. Neste mesmo sentido, estudos tém demonstrado que o tratamento com
substancias contendo As diminuem os niveis plasmaticos de testosterona e
interfferem nos parametros do esperma, tais como concentragdo, motilidade e
viabilidade. Ainda, pode levar a danos significativos aos espermatocitos, que pode
estar associado a toxicidade testicular e consequente inibicdo da espermatogénese
(CHIOU et al. 2008; GOLUB, MACINTOSH, BAUMRIND 1998; NAVA-HERNANDEZ

et al. 2009; SOUZA et al. 2016).
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Uma diferencga significativa foi encontrada na pele dos animais As (+) 36 + 7,8
ng/g em relagdo aos animais As (-)18 + 6,2 ng/g (p< 0,05). As lesbes na pele
causadas pela exposi¢cao crébnica ao As como, por exemplo, hiperpigmentacéo,
hipopigmentacao, ceratose, melanose mesmo em concentragdes baixas da As em
agua, é amplamente reportada (GEMOLEC et al. 1998, MELKONIAN et al. 2013,
KARAGAS et al. 2015). O acumulo do semimetal na pele aumenta o risco de
desenvolvimento de neoplasias neste tecido, através da estimulacdo cronica de
fatores de crescimento derivados de queratindcitos (GEMOLEC et al. 1998). Sabe-se
ainda que uma maior prevaléncia de doencas de pele foi relatada em individuos
expostos com niveis que variam de 5 a 10 ug/L de As na agua de beber (YOSHIDA
et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos além de relacionar a exposi¢cao de As em agua com
lesdes na pele também relacionam a exposicdo ao semimetal pelo consumo de arroz
como no estudo realizado em Bangladesh, com 18.470 participantes, onde
encontrou-se uma associagao positiva na presenga de lesdo cutanea (por exemplo,
hiperqueratose e melanose) com aumento do consumo de arroz (MELKONIAN et al.
2013). Em recente estudo realizado nos Estados Unidos foi observado que o
consumo de arroz esteve relacionado a ocorréncia de carcinoma de células
escamosas na pele, especialmente entre aqueles que consumiam agua com baixa
concentracdo de As, demonstrando um risco a este tipo de cancer pela exposi¢cao ao
As presente no arroz (GOSSAI et al. 2017).

Por fim, foi encontrada uma diferenga significativa entre as concentragdes de
As no grupo As (-) 10 £ 3,6 ng/g com o grupo exposto As (+) 21 £ 7 ng/g no figado
dos camundongos Swiss. Varios trabalhos na literatura apontam o figado como um

importante 6rgdo alvo na intoxicagado por As (LI et al. 2017, SOUZA et al. 2017),
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tendo em vista que os compostos de As sao principalmente metabolizado no figado
dos seres humanos e na maioria dos roedores, o que controla a liberagado do
metaloide e suas formas quimicas na corrente sanguinea (SATTAR et al. 2016). A
exposicao ao As pode levar a lesdes hepaticas como a fibrose, cirrose e cancer de
figado (RAHMAN, NG, NAIDU, 2009). Estudos anteriores demonstram que apos a
bioacumulagdo de As no figado, animais expostos ao semimetal apresentaram
mudancgas histopatoldgicas, alteragbes nas transaminases, alteragcbes em enzimas
do sistema antioxidante e dano mitocondrial (KOTYZOVA, BLUDOVSKA, EYBL,
2013, RANA et al. 2012, SOUZA et al. 2017, SEPAND et al. 2016). Mais detalhe de
como este semimetal pode alterar as funcbes hepaticas sdao demonstrados no

capitulo 2.

5 Conclusao

Estudos que avaliem a exposi¢cao ao As através da dieta principalmente em
paises como o Brasil, onde o arroz € um componente base da dieta, sdo de extrema
importancia. Neste estudo demonstramos pela primeira vez, a bioacessibilidade do
As presente no arroz de um cultivar brasileiro com alta concentragdo de As
inorganico nos grédos e que na dieta administrada aos animais, as formas
inorganicas estavam mais de 50% bioacessiveis, com destaque para o As®

Também demonstramos que apds uma dieta com diferentes concentracdes
de As, este pode se depositar em varios tecidos, destacando-se o acumulo

apresentado em bexiga, pelo, rim, bago, testiculo, pele, figado.
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Capitulo II: Avaliagao de parametros redox em figado e alterag6es mitocondriais
em musculo e figado de camundongos Swiss decorrente do consumo de arroz

contendo As

1 Introdugao

A mitocdndria € uma organela extremamente importante para o metabolismo
energético celular, uma vez que é a responsavel por transformar a energia dos
alimentos em energia util e transportavel as células, através da molécula de
adenosina trifosfato (ATP). Esta organela é fonte de energia primaria indispensavel
para a vida celular da maioria dos organismos (TAHARA, NAVARETE,
KOWALTOWSKI. 2009).

A estrutura mitocondrial € constituida por duas membranas e dois
compartimentos por elas limitados. O compartimento mais interno, delimitado pela
membrana mitocondrial interna, € denominado de matriz mitocondrial, onde estao
presentes as enzimas do ciclo de Krebs, da beta-oxidagdo de acidos graxos, da
oxidagdo de aminoacidos, o complexo piruvato desidrogenase etc. O segundo
compartimento, € denominado espaco intermembranar por estar localizado entre as
membranas interna e externa (NELSON; COX, 2014).

Na membrana mitocondrial interna, os elétrons sucedidos das coenzimas
reduzidas NADH e FADH, s&o transferidos para a cadeia transportadora de elétrons,
formados por um complexo de proteinas que contem centros redox com aumento
progressivo de afinidade por elétrons. A transferéncia de elétrons inicia-se com a
oxidacdo do NADH e FADH, pela coenzima Q, catalisada respectivamente pelos

complexos | (NADH desidrogenase) e complexo Il (succinato desidrogenase),
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gerando a forma reduzida da coenzima Q (UQH2) O complexo Il (ubiqquinona-
citocromo c oxidoredutase), catalisa a oxidagdo da UQH, pelo citocromo C. Por fim,
o complexo |V (citocromo oxidase) catalisa a oxidagao do citocromo C reduzido, com
reducao de O, a agua. Durante este processo ocorre a formagédo de um gradiente
elétrico devido a diferenca de carga elétrica nos dois lados da membrana interna. A
energia conservada nesse gradiente eletroquimico é chamada de forga proton-motriz
sendo utilizada para sintetizar ATP pela ATP sintase (NELSON; COX 2014).

Varios xenobidticos, incluindo metais e metaloides, podem causar alteragdes
e inibicdes no metabolismo mitocondrial (BLAJSZCZAK, BONINI, 2017). Isto pode
ocorrer por diversos mecanismos tais como inibicdo do transporte de elétrons e/ou
da fosforilagcdo oxidativa. Ainda, danos estruturais na mitocéndria devido a
alteracbes na membrana mitocondrial, conduzindo a alteracbes no potencial de
membrana e formagao de radicais livres pode levar a danos na organela (FLORA,
2011). Quando isto ocorre, o metabolismo energético fica prejudicado levando a
doengas como o diabetes mellitus tipo 2 e afetando 6érgdos com maior demanda de
energia, como figado, rim, coragdo e musculo esquelético (BOLT, STEWART, 2012).

A mitocéndria tem sido reportada como um alvo primario na intoxicacéao pelo
As. Este pode exercer seu efeito toxico inibindo os complexos | e Il mitocondrial,
alterando o potencial de membrana, modificando a atividade catalitica de enzimas
envolvidas na transferéncia elétrons, reacdes redox, sintese protéica e reparo de
DNA (LEE et al., 2015; SAGE et al., 2017; ZHANG et al., 2014; SON et al., 2010).

Embora bem estabelecida a relacdo entre a exposicdo ao As e danos
mitocondriais, estudos que avaliam a alteracdes na cadeia respiratoria mitocondrial e

posterior formagdao de EROs levando a danos e contribuindo com a toxicidade no
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figado e musculo pela exposicdo ao As através da dieta permanecem nao

elucidados.

2 Objetivos

Avaliar a sensibilidade a insulina entre os grupos As (-) e As (+).

Avaliar a respiracdo mitocondrial sustentada por diferentes substratos em
tecido muscular e hepatico.

Avaliar a formacdao de EROs em tecidos permeabilizados, alteragdes nas

atividades enzimaticas e marcador de peroxidacao lipidica.

3 Metodologia

3.1 Tratamento dos animais

O tratamento dos animais para este estudo foi realizado como descrito no

capitulo 1 (seg¢édo 3.5), apos a eutanasia foram retirados o figado e o soleo dos

animais para a permeabilizacdo e respiragédo tecidual, além de coletado o figado

para determinacdo de EROs e atividades das enzimas antioxidantes.

3.2 Avaliagao da sensibilidade a insulina: ITT (Teste de tolerancia a insulina)

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina in vivo, foi realizado um teste de

toleréncia a insulina (ITT). Apos 90 dias de tratamento os camundongos foram

mantidos em estado de jejum por 8 horas. Posteriormente, foi realizado um corte na
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extremidade da cauda do animal para retirada do sangue que foi coletado em um
glicosimetro de fita OneTouch® Ultra® (Johnson and JohnsonCompany, EUA) para
as medidas de glicemia basal (tempo zero) e ap6s a aplicagdo da insulina. A
insulina utilizada para o preparo da solugado foi Apidra® 1000 Ul/mL (Sanofi Aventis
Farmacéutica LTDA, Brasil) e foi aplicada via intraperitonial de forma que cada
animal recebesse 0,25 Ul/Kg e a glicemia foi medida 20 minutos apds a aplicagao.
Ao final do teste foi administrada uma dose de 20 pL de solugao de glicose 0,6 g/mL

e disponibilizado agua e ragéo ad libitum aos animais.

3.3 Ensaios utilizando tecidos permeabilizados

3.3.1 Meios utilizados

Para realizar os ensaios com os tecidos permeabilizados foram utilizados
dois meios. O primeiro chamdo Biops, contendo 2 pg/mL de taurina, 20 pg/mL de
imidazol, 0,5 pg/mL de ditiotreitol (DTT), 2,77 pg/mL de EGTA-Ca®*, 6,56 pg/mL de
MgCl,, 50 pg/mL de K-MES, 7,23 ug/mL de EGTA-KOHe pH 7,1. No momento do

uso, a 4°C, foi adicionado 5,77 ug/mL de ATP e 15 ug/mL de fosfocreatina. O

segundo meio para a respiragao dos tecidos foi o Mitomed R05 (MIR0S), contendo
0,5 ug/mL de EGTA, 3 pg/mL de MgCl,, 60 ug/mL de K-lactobionato, 20 pg/mL de
taurina, 10 ug/mL de KH;POy4, 20 ug/mL de HEPES, 110 pg/mL de sacarose e 1g/L

de BSA livre de acido graxo em pH 7,1.
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3.3.2 Permeabilizagao dos tecidos

3.3.2.1 Soéleo

O musculo séleo foi totalmente retirado e inserido em 1 mL de meio Biops
gelado e com auxilio de uma lupa e pinga de ponta fina, o musculo foi cortado em
fatias e as fibras foram cuidadosamente separadas a fim de ndo danifica-las. Em
seguida foram inseridas em meio Biops gelado acrescido de 1mL de uma solugao de
saponina 5 mg/mL, para permeabilizagdo da membrana plasmatica, mantido em

banho de gelo sob leve agitagdo por 20 minutos.

3.3.2.2 Figado

Uma pequena fatia do figado foi extraida e inserida em 1 mL de meio Biops
gelado e cortada em pedacos menores de aproximadamente 1 m°. Em seguida os
pedacos permaneceram em meio Biops gelado completando com 1 mL de uma
solugdo de saponinadmg/mL, mantido em banho de gelo sob leve agitagdo por 5

minutos.

3.3.3 Determinacao do consumo de oxigénio dos tecidos

Foi verificado o consumo de oxigénio por meio do eletrodo do tipo Clark ; modelo
oxygraph-2K (Oroboros Instruments- High Resolution Respirometry, Austria) com
agitagdo magnética (300 rpm) e a 37°C para ambos os tecidos. Na camara do

oxigrafo, foram colocados 2 mL de meio MIR 05 e foram inseridos as amostras
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dos tecidos permeabilizados. Apdés o fechamento da cédmara, iniciamos a
mensuragao da respiracdo com a adicdo de diferentes compostos. No musculo
10 pg/mL de piruvato, 2 ug/mL de malato e 9 yg/mL de glutamato. No figado, foram
realizados experimentos com a adigdo de 10 pug/mL de piruvato e concomitantemente
sem a adicdo de piruvato, como substratos que proporcionam a ativacdo dos
complexos | e Il na cadeia transportadora de elétrons. Por outro lado, a adicao de 200
MM de ADP, 1ug/mL de oligomicina, 1 uM de carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona
(CCCP), 1 pug/mL de antimicina A foi igualmente incorporada em ambos os tecidos.

Estudados. A Figura 8 representa um experimento tipico, realizado com figado.

Figura 8: Experimento demonstrando a respiragéo de figado realizado no oxigrafo.
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3.3.4 Estimativa da produgao de espécies reativas de oxigénio

Nos tecidos permeabilizados a produgdo de EROs (H20,) foi monitorada
espectrofluorimetricamente pela conversdo de amplex red (N-acetil-3,7-
dihydroxyphenoxazine, 10 uM, Molecular Probes), na presenga de peroxidase 0,025
MM, em resorufina, um composto altamente fluorescente. A fluorescéncia foi
monitorada por 10minutos, usando os comprimentos de 563 nm e 587 nm,
excitacao/emissdo respectivamente. A calibracdo foi realizada por meio de
concentragdes conhecidas de H,O, (ZHOU et al., 1997). Os calculos foram feitos
subtraindo—se a fluorescéncia inicial da fluorescéncia final, posteriormente dividindo-
se este valor pela variacao do tempo neste intervalo e normalizando por proteinas

totais.

3.4 Dosagem de proteinas

Para a normalizacdo dos dados obtidos com tecidos, foram realizadas
dosagens de proteinas totais pelo método de Bradford (1976). A técnica baseia-se
na ligacdo das proteinas ao reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 onde ha
mudanga na absor¢do de 365nm para 595 nm (BRADFORD,1976). O reagente de
Bradford (Bio-Rad®) foi diluido quatro vezes, assim como as amostras. A curva de
calibragao foi feita com BSA e a absorbéancia foi medida em um leitor de microplaca

a 595nm.
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3.5 Determinacgao da atividade da enzima citrato sintase

Os tecidos foram homogeneizados em banho de gelo, com um tampéao
contendo 250 pg/mL de sacarose, 1ug/mL de EGTA e 10 ug/mL de HEPES-KOH
(pH 7,2), proporcionalmente a massa, ou seja, a cada 50 mg de tecido foi utilizado 1
mL de tampao. O homogenato resultante foi centrifugado a 12000 g por 10 minutos
a 4°C, sendo o sobrenadante coletado e utilizado para a quantificacdo de proteinas
pelo método de Bradford (1976). Em uma placa de 96 pogos, a cinética da citrato
sintase foi determinada usando 50 ug de proteina e detectada em comprimento de
onda de 412 nm por 2 minutos com intervalo de 10 segundos em temperatura
ambiente. O meio reacional foi composto por 0,1 ug/mL de acetil-coA, 0,1 ug/mL de
DNTB, 0,10% de Triton X-100, 0,2 pg/mL de oxaloacetato, 0,1M de tampao tris, pH

8,0 (KUZNETSOV; LASSNIG; GNAIGER, 2010).

3.6 Determinacgao da atividade da catalase

A atividade da enzima catalase foi determinada espectrofotométricamente pelo
meétodo descrito por Aebi (1984), que é com base na taxa de decomposig¢ao de peroxido
de hidrogénio pela catalase. Uma unidade da enzima é definida como a quantidade de
enzima que se decompdée 1 mmol de H,O, em 1 min a 25 ° C. Resumidamente,
0,925mL de tampéo fosfato 0,05 M foi transferido para uma cubeta e, em seguida,
foram adicionados 0,035 mL de solugdo de peroxido de hidrogénio 0,3 M.
Subsequentemente, adicionou-se 0,05 mL do homogeneizado e a alteracdo na
absorvancia apos 2 minuto foi gravado. A absorvancia foi lida a 240 nm utilizando um

ultravioleta / espectrofotdmetro visivel (UV / Vis) PerkinElmer (Shelton, CT, USA).
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3.7 Determinacgao da atividade glutationa peroxidade

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada espectrofotométricamente
pelo método descrito por Paglia e Valentine (1967) com pequenas modificagées.Em
uma cubeta sédo colocada 880 pL da solugao do sistema (NADPH 0,15 mM, GSH 1 mM,
0,1 U/mL de GR, 100 mM de azida, em tampao fosfato de potassio, pH 7,0) 20 uL de
agua, 20 uL da amostra e 100uL de 0,4 mM H,0O,. A variagdo de absorgéao por minuto
foi lida a 340 nm, utilizando um espectrofotdmetro (UV / Vis) PerkinElmer (Shelton, CT,

USA). e a atividade foi expressa como umol NADPH/ min/mg de proteina.

3.8 Determinacgao do Malondialdeido

O ensaio para a determinacao da peroxidacao lipidica foi avaliado utilizando o
ensaio TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbiturico) (DRAPUR, HODLEY,
1990). Resumidamente, 200 uL do homogeneizado de figado foram misturados com
500 uL de acido tiobarbiturico 0,8%, 500 puL de tampéao de acido acético, 200 uL de
SDS 8,1% e 100 pL de agua. Estas amostras foram incubadas durante 2 ha 95 °C e

deixadas arrefecer até a temperatura ambiente. A leitura foi medida a 532 nm.

3.9 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata. Os resultados

foram expressos em média = erro-padrao da média. As analises estatisticas da

respiragdo do musculo e figado e marcadores do estado redox do figado foram
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conduzidas, utilizando—se o test f, pelo software estatistico GraphPad Prisma®

versao 5.0 . Foram considerados significativos somente valores com p< 0,05.

4 Resultados e discussao

Este é o primeiro estudo que avaliou possiveis alteragcbes em mitocondrias e
formacdo de EROs em figado e musculo de camundongos Swiss, expostos ao As

por meio da dieta.

4.1 Muasculo esquelético soéleo.

O soleo € um musculo esquelético que tem sido utilizado para estudos das
alteracdes oxidativas por predominarem, em sua constitui¢ao, as fibras tipo | que sao
de contragdo mais lenta, sendo considerado um modelo sensivel a alteracdes
energéticas e ao estresse oxidativo, uma vez que este musculo € constantemente
submetido a demandas mecanicas e energéticas o que requer grande quantidade de
substratos energéticos para produzir ATP e possuem um grande numero de
mitocondrias (BOSMA, 2016). Além disso, o musculo esquelético € o mais
importante tecido periférico responsavel pela absorgédo de glicose em condigbes
estimulantes da insulina (LUZI, PETRIDES, FRONZO, 1993).

Estudos epidemiolégicos tem demonstrado que a exposi¢ao crbénica ao As esta
associada com um aumento na prevaléncia ou incidéncia de diabetes mellitus (NAVAS-
ACIEN et al. 2006; KUO et al. 2017, MAULL et al. 2012; SUNG, HUANG, GUO, 2015).
Estudos laboratoriais sugerem que varios mecanismos podem estar associados aos

efeitos diabetogénicos da exposicdo ao As inorganico, principalmente pela exposi¢cao
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pela agua de beber. Estes mecanismos incluem: inibigdo sinalizagao da insulina (que leva
a resisténcia a insulina) no metabolismo da glicose nos tecidos periféricos, inibicdo da
secregdo de insulina por células B pancreaticas, e desregulacdo da metilagdo ou
expresséo de genes envolvidos na manutengéo da glicose ou metabolismo e fungédo da
insulina (DOUILLET et al. 2013, PARK et al. 2016, XUE et al. 2011).

Neste sentido nés avaliamos através do teste de intoleréncia a insulina (ITT),
o decaimento da glicose ao longo de 20 minutos. A interpretacdo do ITT se baseia
em quanto mais rapida e intensa for a inclinagdo da curva glicémica, mais sensivel o
individuo sera a insulina. A figura 10 representa o decaimento da glicose nos grupos
estudados, demonstrando que n&o houve diferenga estatistica entre que o grupo As
(-) e As (+), p>0,05. Nosso resultado sugere que esta concentragdo de As presente
na dieta dos animais, nao foi capaz de levar a supressao da produgao hepatica de
glicose e néo interferiu na captagao de glicose pelos tecidos insulinosensiveis como

o musculo esquelético (GELONEZE, TAMBASCIA, 2006).

Figura 9: Curva de decaimento da concentragao de glicose plasmatica nos animais dos
grupos As (-) e As (+) nos primeiros 20 minutos apds a injecao de insulina.
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Legenda: Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos As (-) e As (+), p> 0,05.
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No musculo esquelético, a resisténcia a insulina pode coexistir com alteragdes
mitocondriais, tais como a baixa densidade mitocondrial, mudangas na expressao
génica de proteinas, etc (MOOTHA et al., 2003; MORINO et al., 2005;
SZENDROEDI et al., 2007). Sendo assim, foi realizado a biopsia do musculo séleo,
para verificar se o0 As promoveu mudangas no metabolismo mitocondrial e afetou a
resposta do consumo de oxigénio. Foram avaliados os estados: Energizado (estado
no qual o substrato presente no meio utilizado para o experimento e os substratos
enddégenos suportam a respiragdo e cuja a taxa depende da demanda de ATP
celular), Figura 10A. O estado Coupled (estado P, é quando se adiciona o ADP para
a determinacéo do estado de fosforilagdo) (Figura 10B). O estado Leak (estado L, no
qual a fosforilagdo oxidativa € inibida por oligomicina e o consumo de oxigénio
reflete o desacoplamento intrinseco), Figura 10C. O estado maximo de respiragao ou
Noncoupled (estado E, no qual o desacoplador quimico CCCP promove o retorno de
H* para a matriz através da membrana mitocondrial interna, reduzindo o potencial
eletroquimico de H* e consequentemente estimulando a méaxima velocidade de
transferéncia de elétrons e consumo de oxigénio), Figura 10D.

Os resultados das respiracdes de bidpsias estdo representados através do
calculo das razdes: P/L (Figura 11 A), L/E (Figura11B) e P/E (Figura 11C). Em
nenhuma das analises houve diferenga significativa entre os grupos estudados.

Embora em um estudo realizado com camundongos recebendo As (100 pg/L)
por 6 semana pela agua, foi observado um aumento do consumo de oxigénio
mitocondrial por células progenitoras musculares isoladas de camundongos
expostos quando comparados a células isoladas de camundongos controle n&o
exposto (AMBROSIO et al. 2014), ndo foram observadas diferengas significativas

quanto aos parametros estudados através da bidpsia de soleo.
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Figura 10: Taxas respiratorias do musculo soleo nos estados
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Legenda A) Estado Routine B) Estado acoplado (P) C) Estado Leak (L), D) estado desacoplado (E).
Os graficos representam os valores da média + erro padrdo da média, p> 0,05.
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Figura 11: Razdes entre as velocidades de ATP, oligomicina e CCCP obtidas da respiragéo
do musculo séleo permeabilizado.
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Legenda: A) P/L B) L/E C) P/E.

Foi avaliado também a atividade da enzima citrato sintase que € utilizada como
um marcador enzimatico quantitativo para o conteudo das mitocdndrias intactas,
relacionando-se a atividade com a massa de mitocdndrias. Como mostrado na Figura

12, ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) da atividade de citrato sintase no séleo.

Figura 12: Atividade da citrato sintase no so6leo de camundongos
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Legenda: Os graficos representam os valores da média + erro padrdo da média, comparando os
grupos As (-) e As (+), p>0,05.
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Por fim, foi avaliada a formacdo de Eros no sbleo e n&o houve diferenga

significativa entre os grupos como mostra a figura 13.

Figura 13: Geracao de EROs no sdleo.
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Legenda: Os graficos representam os valores da média + erro padrdo da média, comparando os
grupos As (-) e As (+), p>0,05.

4.2 Figado

Foram encontrados que os niveis de As no figado dos animais expostos As
(+) foram significativamente maiores do que nos animais controle As (-), como
mostrado no capitulo | desta tese (Figura 7H), indicando que o modelo era adequado
para estudar o efeito toxico do As em mitocéndrias deste tecido.

Varios estudos na literatura mostram que o As leva a disfungdes mitocondriais
e alteragcdes na respiracdo. Portanto, foram realizadas bidpsias de respiragao do

figado como demonstrado na figura 14.
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Figura 14: Taxas respiratorias do figado nos estados
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Legenda: A) Estado Energizado B) Estado acoplado (P). C) Estado Leak (L). D) Estado desacoplado
(E). p> 0,05.
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Além disso, foram calculadas as razdes entre os estados respiratérios. A
figura 15A mostra a razéo entre as velocidades de respiragdo com ADP (estado P) e
oligomicina (estado L). Estes resultados indicam que ndo houve diferenca
significativa entre as razbes de respiragdo do grupo As (-) e As (+) (quando a
respiracao é realizada sem piruvato) e As (-) e As (+) (realizando a respiragdo com
piruvato), p>0.05. Esta razdo P/L demonstra que ndo ha diferenga no acoplamento
da respiragao mitocondrial quando realizado com diferentes substratos. Outra forma
de se avaliar o acoplamento € através da razao entre o estagio L e estagio P, como
demonstrado na figura 15B, também n&o encontramos diferengas significativas entre
as razdes quando comparados os grupos As (-) e As (+) na presenga ou auséncia de
piruvato. Foi também realizada a razdo P/E como exibido na Figura 15C. No entanto,

nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos neste parametro.
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Figura 15: Razbes entre as velocidades de ATP, oligomicina e CCCP obtidas da respiragao

do tecido hepatico permeabilizado
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Legenda:. A) P/L, diferenca entre As (-) SP e As (-) CP (p<0,05); As (-) SP e As (+) CP (p<0,05); B)

L/E As (-) SP e As (-) CP (p<0,05). C) P/E.
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A atividade da citrato sintase, um marcador de densidade mitocondrial,
também foi avaliada no figado dos animais e conforme demonstrado na figura16.
Houve uma diminuigdo da atividade desta enzima no grupo As (+) em relagdo ao
grupo As (-) (p<0,05), indicando um menor conteudo das mitocondrias nos animais

que receberam uma dieta contendo As em maior concentragao.

Figura 16: Atividade da citrato sintase no figado.
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Legenda: Os graficos representam os valores da média + erro padrdo da média. Demonstrando
menor atividade no Grupo As (+) comparado ao grupo As (-), * p< 0,05.

Embora estudos na literatura demonstrem papel fundamental na inibicdo do
complexo | mitocondrial, uma vez que como mencionado anteriormente, o piruvato &
o substrato para o complexo | e que a piruvato desidrogenase € frequentemente
considerada um alvo primario para as ag¢des toxicas de substancias contendo As,
uma vez, que esta enzima catalisa a descarboxilacdo oxidativa do produto final da
glicolise, o piruvato, para formar acetii CoA enquanto reduz NAD® para NADH.

Qualquer ruptura de agao desta enzima provoca a diminuicdo da capacidade celular
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para atender as suas necessidades energéticas resultando em danos celulares. A
inibicdo da atividade da enzima por As é considerada uma consequéncia da ligagao
do metaloide aos ditidis no componente lipoamida do complexo multi enzimatico
(ADAMSON, STEVENSON, 1981). Este estudo n&o encontrou diferencas
significativas, utilizando as concentragcdbes comumente encontradas em arroz, na
respiracdo de figado, com a presenga ou auséncia de piruvato como substrato,
indicando que essa concentracdo nao afetou os pardmetros de respiracao
mitocondrial estudados.

Estudos prévios tém indicado que a inibicdo do complexo | pelo As, pode
resultar na formacdo excessiva de EROs, levando a alteragdes funcionais e
estruturais nas mitocdndrias (FLORA, 2011; PRAKASH, KUMAR, 2016). Portanto, foi
avaliada a producao de EROs pela quantificacdo de H,O, na presenca e auséncia de
piruvato. Foram observadas diferengas significativas entre os grupos As (-) e As (+)
(quando adicionado piruvato como substrato), demonstrando que o grupo que
consumiu uma maior concentracdo de As pela dieta apresenta uma maior formagao
de EROs nesta condigdo exprimental (Figura 17B). Em concordancia com nossos
resultados, Hosseini et al. (2013) demonstrou um aumento de EROs, na presencga de
piruvato quando o complexo | da mitocéndria estava inibido. Por outro lado, n&o foi
observado diferenca significativa entre os grupos para a formag¢ao de EROs, quando

0 experimento é realizado sem piruvato.
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Figura 17: Formagao de EROs no tecido hepatico permeabilizado.
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Legendé: Os graficos representam os valores da média + erro padrdo da média. A) Formacgao de Eros
na auséncia de piruvato, ndo apresenta diferencga entre As (-) e As (+) (p>0,05). B) Formacgao de Eros
na presenca de piruvato, apresenta diferenga estatistica entre As (-) e As (+), *p<0,05.

A maioria dos estudos sobre os mecanismos de formacdo de EROs nas
mitocdndrias sugerem que a cadeia de transporte de elétrons é o principal fonte de
EROs, e o radical anion superdxido € a espécie reativa primaria produzido em
mitocondrias (LOPEZ-FABUEL et al., 2016; KOOPMAN et al.2005; MURPHY, 2009).

As mitocOndrias s&do fontes substanciais de espécies reativas de oxigénio na
célula porque cerca de 1-2% de anion superdxido na cadeia respiratoria mitocondrial
sofre uma rapida conversdao em H,0O, através da superoxido dismutase mitocondrial
(SOD) (HOSSEINI et al., 2013).

As enzimas antioxidantes CAT e GPx est&do envolvidas no controle redox das
células que convertem o H,O; formado em H,O e O, (HALLIWELL, CHIRICO 1993).
O As pode ativar o sistema de defesa antioxidante e aumentar a expressao de
moléculas como a catalase e glutationa peroxidase que removem o excesso de

radicais livres e H,O, formados (SANTRA et al. 2000). No entanto, se o grau de
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oxidagdo exceder a capacidade dessas moléculas antioxidantes, os niveis de
atividade das enzimas podem diminuir (SANTRA et al. 2000).

Este estudo demonstrou uma diminuicdo significativa na atividade de
glutationa peroxidase no grupo As (+) quando comparado ao grupo As (-) (p <0,05).
Por outro lado, ndo houve diferenca estatistica na atividade da catalase entre os

grupos estudados. Estes resultados estdo mostrados nas Figuras 18 A e 18B,

respectivamente.

Figura 18: Atividade das enzimas antioxidantes
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Legenda: Os graficos representam os valores da média + erro padrdo da média A) Glutationa
peroxidade As (-) e As (+) * p<0,05. B) Catalase As (-) e As (+) p>0,05.

Em recente metanalise Xu et al. (2017) mostrou uma correlagdo entre a
diminuicdo de glutationa peroxidade e aumento de Eros e peroxidagao lipidica pelo
aumento do MDA, os autores sugerem que estes resultados se correlacionem com
o acumulo de As no figado.

A peroxidacdo lipidica foi avaliada neste estudo pela formacdo do acido

tiobarbiturico tecidual. Como mostrado na Figura 19, os niveis de MDA no grupo As
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(+) foram significativamente maiores que no grupo As (-), sugerindo que a dieta com

arroz contendo As em maior quantidade pode favorecer a peroxidacéao lipidica.

Figura 19: Peroxidagao lipidica.

pM TBARS/mg de proteina

As (-) As (+)

Legenda: Dados estdo apresentados média + erro padrdo da média. Aumento de MDA no grupo As
(+) em relagdo ao As (-), *p>0,05.

5 Conclusao

Pela primeira vez, foi avaliada a respiracdo de biopsias de musculo e figado
em camundongos Swiss apds uma dieta contendo As. Embora os resultados das
respiragbes no musculo e no figado ndo tenham apresentado diferengas
estatisticamente significativas, uma menor produgdo de EROs na presenga de
piruvato no grupo As (+) no figado foi maior em relagédo ao grupo As (-), juntamente
com uma menor atividade de citrato sintase, demonstrando que o As diminui a
densidade mitocondrial mas leva a uma maior formagcdo de EROs. Também
constatamos que o grupo de animais que consumiram uma maior concentracédo de
As através do arroz contendo As pela dieta apresentaram diminuicdo na atividade da

glutationa peroxidase e um aumento na peroxidacgéo lipidica. Esses dados sugerem
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que uma dieta contendo arroz com concentragbes de As comumente consumida
pela populagdo em geral pode levar a alteragbes na homeostase redox em

hepatdcitos.



CONCLUSAO GERAL
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Até o presente momento este € o primeiro trabalho onde plantou-se o arroz
para mimetizar uma dieta para camundongos contendo arroz com diferentes
concentragdes de As. Em seguida, o estudo de bioacessibilidade de As neste arroz,
mostrou que as espécies mais bioacessiveis sao as formas inorganicas,
consideradas mais tdxicas. Destacando-se o As®*, um inibidor da fosforilagcéo
oxidativa. Observou-se também uma ampla distribuicdo do semimetal nos tecidos
dos camundongos Swiss. Foi realizado um estudo para verificar possiveis
alteracbes na respiracao de tecidos permeabilizados e alteracbes nos parametros
redox, onde nao se observou diferengas na respiracao mitocondrial de musculo e
figado entre os grupos estudados. No entanto, houve uma maior formagéao de EROs
no figado dos animais que consumiram uma maior concentragdo de As na presenga
de piruvato. Ainda, a diminuicdo na atividade antioxidante e maior peroxidacao
lipidica foi observada nos animais expostos ao As pelo arroz na maior concentracao
contido na dieta, demonstrando que a concentracdo de arroz comumente consumida
pode levar a alteragcdes nos parametros redox em hepatdcitos.

Tomados em conjunto, esses resultados abrem novos horizontes e perguntas
sobre os possiveis efeitos gerados pelo consumo de arroz contendo As, uma vez,
que as formas inorgénicas mais toxicas estao bioacessiveis e 0 consumo de arroz
com arsénio em valores comumente encontrados no grao esta associado a

desequilibrio na homeostase redox.
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ANEXO — APROVAGAO DO COMITE DE ETICA ANIMAL

UN[\‘/ERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de piéncias Farmacéuticas de Ribeirio Preto

|

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo de pardmetros bioquimicos e

toxicologicos em camundongos decorrentes do consumo de arroz contendo arsénico”, protocolo

n° 15.1.486.60.0, sob a responsabilidade de Airton da Cunha Martins Junior e do Prof. Fernando

Barbosa Junior, que envolve manutengio e utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com

os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de

2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal

(CONCEA), e foi aprovado ad referendum pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) na data de 19/04/2016.

Vigéncia do Projeto

07/08/2015 a 07/08/2017

Espécie/Linhagem

Camundongo isogénico Swiss

N° de animais 32
Peso/Idade 15-20g/ 30 dias
Sexo Macho
Origem Biotério Central USP RP

Profa.

Avenida do Caf
Comis|
I

Ribeirdo Preto, 19 de abril de 2016.

{ ra. Ané itricia Yatsuda Natsui
Presidente da CEUA-FCFRP

S/N- - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — Sp
530 de Eticano Uso de Animais — ceua@fcfrp.usp.br
one: (16) 3315-8559 — Fax: (16) 33152-4892




