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RESUMO

DAMASCENO, K.C. Avaliacdo radiomodificadora do resveratrol em embrifes de
Danio rerio irradiados com radiagcdo gama. 2019. 92 p. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Sao
Paulo.

O resveratrol, encontrando principalmente sob as formas trans-3,5,4°,5-
trinidroxiestilbeno e cis-3,5,4’-trihidroxiestilbbeno € uma substancia que possui
muitas propriedades benéficas a saude, entre elas, vasodilatagdo, metabolismo de
lipoproteinas, inibicdo da agregacdo de plaquetas e até mesmo possui acdo
terapéutica e preventiva de cancer. Um importante destaque € a sua capacidade de
agir como antioxidante, o tornando atraente para uso como substancia
radiomodificadora. A radiacao ionizante (RI), que é utilizada na radioterapia, pode
ocasionar diversos danos a células saudaveis, seus componentes e estruturas
moleculares, dependendo da dose absorvida e do tipo de célula. O Danio rerio é
um modelo animal ideal para avaliacdo dos efeitos biologicos da RI. Neste trabalho,
o resveratrol foi avaliado como potencial radiomodificador em ensaios com
embrides de Danio rerio expostos em diferentes horas pos fertilizacao(hpf), com e
sem o cérion, a radiacdo gama. Todos os ensaios foram baseados no protocolo da
OECD 236. Para entender os efeitos na mortalidade dos embrides expostos ao
resveratrol a radiacdo separados, foram obtidos valores de ClLso e DLso,
respectivamente. Os resultados foram: CLso de 154 uM (para embrides de 2hpf),
283 UM (para embrides de 12hpf), 699 uM (para embribes de 24 hpf sem carion).
E DLso de 11,50Gy e 12,18Gy (embrides de 4 e 6hpf), 24,8Gy (embriées de 24hpf
com cérion) e 16,99(embrides de 24 hpf sem o cérion). A partir destes resultados
foram escolhidas as concentracdes de 15, 30 e 60 uM de resveratrol e as doses 5
e 15 Gy (para embrides de 4 e 6 e 24 hpf sem cérion) 10 e 20 Gy (para embrides
de 24hpf com corion) de radiacdo gama para observar a atividade
radiomodificadora do resveratrol em ensaios com duracdo de 144 horas, a cada
24 horas foram contabilizados os embrides mortos para comparacao estatistica
por meio do teste Z. Houve diferenca na porcentagem de mortalidade em todos
0S ensaios, mas para embribes expostos a radiacdo com 24hpf sem cérion na
presenca de 30uM de resveratrol essa diferenca foi estatisticamente significativa
apontando um indicio de radioprotecdo. Nos embrides de 24hpf sem cérion
irradiados na presenca de 60uM a mortalidade dos embrides irradiados € foi maior
guando comparada apenas aos irradiados, indicando que em concentracdes mais
altas o resveratrol pode exercer a fungéo de radiosensibilizador, embora neste
caso nao tenha sido estatisticamente significativo, o resultado corrobora com
dados na literatura que indicam acdo sensibilizadora do composto em células
expostas a radiagdo nessa mesma concentragao.

Palavras chave: Radiacao ionizante, Danio rerio, substancia radiomodificadora.



ABSTRACT

DAMASCENO, K.C. Evaluation of resveratrol radiomodifier effect using Danio rerio
embryos irradiated with gamma radiation. 2019. 92 p. Dissertation (Mestrado em
Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Sao
Paulo.

Resveratrol, mainly found in the forms trans-3,5,4 ', 5-trihydroxystilbene and cis-
3,5,4'-trihydroxystilbene is a substance that has many beneficial health properties,
among them, vasodilation, lipoprotein metabolism, inhibition of platelet aggregation
and even has therapeutic and preventive action of cancer. An important highlight is
its ability to act as an antioxidant, making it attractive for use as a radiomodifying
substance. lonizing radiation (IR), which is used in radiotherapy, can cause various
damage to healthy cells, their components and molecular structures, depending on
the absorbed dose and the cell type. Danio rerio (paulistinha)is an ideal animal
model to evaluate the biological effects of IR. In this work, resveratrol was evaluated
as a potential radiomodifier in assays with embryos exposed at different hours post-
fertilization (hpf), with and without the chorion, to different doses of gamma radiation.
All assays were based on the protocol of OECD 236. To understand the effects on
mortality of embryos exposed to resveratrol and radiation apart, values of LCso and
LDso, respectively, were obtained. The results were: LCso of 154 uyM (for 2hpf
embryos), 283 uM (for 12hpf embryos), 699 uM (for embryos of 24 hpf without
chorion). And DLso of 11.50Gy and 12.18Gy (embryos of 4 and 6hpf), 24.8Gy
(embryos of 24hpf with chorion) and 16.99 (embryos of 24 hpf without the chorion).
From these results, concentrations of 15, 30 and 60 uM of resveratrol and doses 5
and 15 Gy (for embryos of 4 and 6 and 24 hpf without chorion) 10 and 20 Gy (for
24hpf embryos with chorion) were chosen from gamma radiation to observe the
radiomodifying activity of resveratrol in trials with a duration of 144 hours, the dead
embryos were counted every 24 hours and these results were compared with a Z
test. There was difference in the percentage of mortality in all the trials, but for the
exposed to radiation with 24hpf without chorion in the presence of 30uM of
resveratrol the number of dead embryos was less and statistically significant
indicating radioprotection of resveratrol. In the 24hpf embryos irradiated in the
presence of 60uM, the mortality of irradiated embryos was higher when compared
to irradiated embryos, indicating that in higher concentrations resveratrol may exert
the radiosensitizer function, although in this case it was not statistically significant,
these result corroborates with data in the literature that indicate the sensitizing
action of the compound in cells exposed to radiation in this same concentration.

Key words: lonizing radiation, Danio rerio, radiomodifier substance.
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1 INTRODUCAO

O resveratrol é classificado como um polifenol, pertence a classe das
fitoalexinas e possui acdo antimicrobiana em plantas e frutos. E produzido como
resposta ao estresse fisico, quimico e biolégico através de estimulos de agentes
denominados elicitores, que podem ser bidticos ou abioticos. Encontra-se,
principalmente, sob a forma de dois isbmeros, trans-resveratrol (trans-3,5,4’,5-
trinidroxiestilbeno) e cis- resveratrol (cis-3,5,4’-trihidroxiestilbeno) (Sautter et al.,
2008).

Figura 1 Estrutura dos isémeros do resveratrol na forma trans (trans-3,5,4’,5-trihidroxiestilbeno) e cis
(cis-3,5,4’-trihidroxiestilbeno).

HO\\/\/L :ﬁ\_
| 0\ /7 \ /

\l

OH OH

Trans-R Cis-R
Fonte: Anisimova et al., 2008.

Possui propriedades benéficas a saude, como a capacidade de prevenir
ou retardar a progressdo de doencas, com destaque, para as cardiovasculares,
lesbes isquémicas e até mesmo o cancer. Além disso, é capaz de estenderotempo
de vida de diferentes organismos, desde leveduras até vertebrados (Baur e Sinclair
2006).0utra propriedade muito importante € a sua acdo como antioxidante ,
associada a sua estrutura molecular, sendo o grupo fenol presente o responséavel
pela capacidade de ligar-se aos radicais livres presentes no meio celular (Moreno,
2009).

A radiagéo ionizante gama (y), pode ser utilizada para diversos fins,
como terapias relacionadas ao cancer ou até mesmo em aplicagfes industriais. Os
efeitos conhecidos relacionados a exposi¢cao humana incluem a inducéo da morte
celular, mutacdes genéticas, carcinogénese e a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ERO), como peroxido de hidrogénio, hidroperéxidos lipidicos,
superoxidos, entre outros. As ERO sado formadas quando a radiacdo € absorvida

pelas moléculas, principalmente pela agua contida no meio, ocasionando reacdes
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gue podem atingir e ocasionar danos ao DNA, proteinas e moléculas de importancia
bioldgica (Smith et al., 2017).

Devido a exposicao a radiacao, seja planejada em tratamentos médicos
como a radioterapia ou por conta de acidentes, existe um grande interesse em
substancias que sejam potenciais radioprotetoras com capacidade de agir como
antioxidantes, uma vez que a formacao de radicais livres € uma das consequéncias
da irradiacao nas células (Weiss e Landauer, 2003).

Alguns estudos in vitro demonstraram que o resveratrol apresenta efeito
radiomodificador. De acordo com Moreno (2009), as células de tecido conectivo de
camundongo expostas a radiacdo gama apresentaram maior resisténcia quando
irradiadas na presenca do resveratrol. JA& Magalhdes (2012) mostrou que o
resveratrol pode exercer efeito protetor na concentracdo de 15uM.L*? e efeito
sensibilizador na concentracdo de 60uM.Lt, em células de Rabdomiossarcoma
humano (RD).

Em estudo in vivo com camundongos, Carsten et al., (2008)
demonstraram dados inéditos de um experimento com duracao de 30 dias , onde
os organismos foram divididos em quatro grupos (A) Controle; (B) Camundongos
tratados com resveratrol 100 mg/kg; (C)Camundongos expostos a dose de 3Gy de
radiacdo; (D) Camundongos previamente tratados com resveratrol (100mg/kg) por
um periodo de dois dias e posteriormente expostos a dose de 3Gy de radiacéo.
Apos airradiacao foi feita a andlise de células da medula 6ssea, onde foi constatado
gue houve uma reducdo significativa de aberragcdes cromossdémicas nos animais
do grupo D em comparacédo ao grupo C.

O Danio rerio (paulistinha), € uma espécie de peixe utilizada como modelo em
diversos estudos e é considerado ideal para avaliacdo dos efeitos ocasionados pela
radiacao ionizante. Por meio de observacfes em microscopio é possivel acompanhar o seu
desenvolvimento e a mortalidade (Geiger et al., 2006).

E facil manté-lo em laboratorio e, em condicbes adequadas, apds ocorrer o
acasalamento, sdo gerados ovos transparentes onde os embrides desenvolvem-se muito
rapido, em 48 horas pos fertilizagao(hpf) 6rgdos importantes como olhos, cérebro, coracéo,
musculos, rins e trato gastrointestinal ja estao evidentes. A embriogénese fora do corpo da
méae permite a manipulacéo sem que seja necessario sacrificio parental e apds um periodo
de 4 dias é possivel estender o estudo para avaliacdo mutagénica (Hwang et al., 2007).

Com o conhecimento a respeito das propriedades benéficas do resveratrol e
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seu uso como potencial radioprotetor, utilizar embrides de Danio rerio como modelo animal
a fim de investigar os efeitos ocasionados pela radiacdo gama € de extrema importancia e
possui diversas vantagens, uma vez gque existem poucas informacgdes sobre os efeitos
bioldgicos ocasionados neste organismo e nenhuma sobre o efeito radiomodificador do

resveratrol.



2 OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo observar a agéo radiomodificadora do resveratrol

em embrides de Danio rerio.

Obijetivos especificos:

Obter a DLso da radiacédo gama em embrides de Danio rerio;

Realizar ensaio de citotoxicidade do resveratrol para a obtencéo da
ICso;

Obter a CLso do resveratrol em embrides de Daniorerio;

Observar a agdo modificadora do resveratrol em embrides de Danio
rerio irradiados com radiagdo gama nas concentracdes determinadas

com base nos ensaios anteriores.

19
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Histoérico do resveratrol

Os primeiros registros do isolamento do resveratrol ocorreram em 1940
e 1963, onde ele foi encontrado nas raizes de duas plantas Veratrum grandiflorum
O. Loes e Polygonum cuspidatum (utilizada na medicina chinesa e japonesa),
respectivamente. Nos dois casos, apenas foi classificado como uma fitoalexina e
nao despertou grande interesse (Baur, 2006).

A presenca do trans resveratrol em frutos teve seu primeiro registro em
1976 por Langckae e Pryce, que relataram a presengca do composto na casca de
uvas da espécie Vitis vinifera como resposta a infec¢do por fungos ou exposicéo a
luz ultravioleta (Frémont, 2000).

Na época do Egito antigo o vinho era utilizado para fins medicinais
devido as suas propriedades em unguentos para curar problemas na pele. E, na
Grécia antiga, também existiram registros do uso de vinho para o tratamento de
ferimentos local e sistémicos. Outro registro importante foi feito por Hipécrates em
seu tratado de medicina, onde ele descreve as propriedades terapéuticas do vinho
guando administrado em dosagens adequadas (Pickeleman,1990).

No inicio da década de 90 foram realizados diversos estudos
epidemioldgicos com o intuito de entender como os hébitos da populacdo na Franca
e em outros locais do mediterraneo que, na grande maioria, incluia uma
alimentacdo rica em gordura e um estilo de vida sedentario, eram controversos aos
baixos indices de incidéncia de doencas cardiacas. O grande consumo de vinho
poderia explicar esta controvérsia (Orallo et al., 2002).

Apods a descoberta de que o efeito protetor ndo era relacionado somente
a presenca do alcool, mas de outra substancia, mais estudos foram realizados na
intencdo de isolar os seus componentes (Orallo et al., 2002). Foi em 1992 que
Siemman e Creasy sugeriram que o resveratrol era 0 componente bioloégicamente
ativo do vinho e, a partir dai, ele passou a ser largamente estudado (Frémont,
2000).
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3.1.2 Biossintese

A sintese da molécula ocorre por meio de um sinal quimico que induz a
expressao do gene estilbeno sintetase que desencadeia no acumulo de mRNA e a
formacao da enzima também denominada estilbeno sintetase que tem como funcgéo
catalisar uma reacdo quimica das coenzimas p-coalmaroyl- CoA e trés de malonyl-
CoA que sao os substratos que dardo origem ao resveratrol na area afetada
(Jeandet et al., 2002).

Em condi¢cbes normais, a enzima estilbeno sintetase esta presente em
baixas concentracdes nas paredes celulares de plantas e em menor concentracao
nos cloroplastos, o acumulo ocorre na pelicula dos frutos ao longo de seu
desenvolvimento (Pan et al., 2009).

Figura 2: Biossintese de resveratrol.

s con  P-coumaroyl-CoA

.
-~
NI

c00223

3 [HOOC-CH,-CO-5CoA]

Estilbeno sintase 3 malonyl-CoA
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OH
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Fonte: Cavalcante, 2017.
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3.1.3 Estrutura quimica do resveratrol

A molécula de resveratrol contém trés anéis aromaticos que ficam unidos
por uma ponte de (-CH2-). Diversos compostos possuem essa base molecular, o
que os diferencia € o niumero e a posicao das hidroxilas ou até mesmo a
substituicdo de algumas por outros radicais como agucares, grupos metoxila, metil,
formacao de dimeros, trimeros, até mesmo longos polimeros e o isomerismo (Trans
e cis) (Soleas, et al., 1997).

Existem diversos relatos descrevendo estes compostos na literatura,
entretanto, as duas formas mais evidenciadas s&o o trans-3,5,4’,5-
trihidroxiestilbeno, o cis-3,5,4’-trihidroxiestilbeno, trans e cis piceido e viniferinas.
Biologicamente, o isbmero trans € mais ativo que o cis hipoteticamente devido a sua
forma nado planar. Além disso, o trans resveratrol é mais estavel quimicamente.
Também é possivel converter a molécula do trans resveratrol em cis resveratrol
através da exposicdo a radiacdo ultravioleta e em solucdes de pH acido pode
acontecer o inverso (Cavalcante, 2017).

Em condicdes de pH elevado e expostas a radiacdo ultravioleta, as duas
formas sao degradadas e para que permanecam estaveis é preciso abriga-los da
incidéncia de luz, de preferéncia com o trans resveratrol em pH &cido e o cis em pH
neutro. Quando ocorre a glicosilacdo da molécula de resveratrol € formado o
piceido, dessa forma, a molécula torna-se mais resistente a degradacéo enzimatica
e processos de oxidacdo. Ja os viniferinas sdo formadas por meio dos processos

de dimerizagéo oxidativa da molécula (Cavalcante,2017).
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Figura 3: Estrutura quimica de moléculas de trans e cis Resveratrol, trans e cis Piceido e trans-

viniferinas.
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3.1.4 Fontes de resveratrol

O resveratrol ja foi encontrado e identificado em 12 familias de plantas,
37 géneros e 72 espécies, entre elas, o amendoim (Arachis hypogacea) o eucalipto

(Eucalyptus wandoo), kon-jo-kon (Polygonum cuspidatum e a uva (Vitis vinifera).

Figura 4:Espécies de plantas que contém resveratrol em sua composicao.

vitis vinifera Veratrum

Amendoim Amora vm':" ::b"’“" grandiflorum

Vaccinum sp. Vaccinum sp. Cassia sp. Polygonum cuspidatum
Ko-jo-kon

Mirtilo Oxicoco Familia Leguminosae

. Eucaliptos
Gnetum Pinus sylvestris
montanum Pinheiro

Picea sp. Bauhinea sp. Rheum rhaponticum Veratrum sp. 4

Fonte: Adaptado de Magalhées (2012).
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As espécies de videira tém a maior capacidade de sintetiza-lo e, por este
motivo, as uvas e seus compostos sdo considerados importantes fontes de
resveratrol. Em analises feitas com diferentes amostras de uva, foi identificado que
a maior concentracdo do composto se encontra na pelicula do fruto (27,5 pg/g),
todavia, o bagaco, caules, cascas e sementes apresentaram uma concentragao
menor (6,0ug/g) (Perez et al., 2007). Em estudo feito apenas com a pelicula foram
identificados o trans resvertrol e o trans e cis piceido (Perez et al., 2007).

Souto et al. (2001) mostra que os valores médios de resveratrol em
vinhos de diferentes paises, sendo no Canad4, 0,77 mg.L?, EUA, 0,998 mg.L,
Grécia, 0,873 mg.L?, Japéo, 0,157 mg.L™%, Portugal, 1,00 mg.L™, Chile e Argentina,
1,21 mg.Lt. A concentragdo de resveratrol depende muito da localizagéo
geografica, das condi¢bes climaticas e das praticas enoldgicas. Ainda que no Brasil
existam poucos estudos com as concentracdes de resveratrol, em vinhos da regiao
sul do pais de uva Cabernet Sauvignon, a média dos valores foi de 1,78 mg.L1 de

trans-resveratrol.

3.1.5 Atividade biolégica do resveratrol

Sabe-se que o trans-resveratrol € que apresenta atividade biologica e
varios estudos demonstraram que ele também pode trazer muitos beneficios a
saude, como a vasodilatacdo, auxilio no metabolismo de lipoproteinas, inibicdo da
agregacdao de plaquetas e até mesmo acéo terapéutica e preventiva de cancer (Juan
etal., 2005). E capaz de desencadear uma série de reacdes celulares e moleculares
e um dos destaques é a resposta do sistema estrogénico, que ocorre devido a
semelhanca da sua molécula com a de estradiol e do dietilestilbestrol, devido a essa
propriedade ele também é classificado como um fitoestrogeno (Juan et al., 2005).

De acordo com Frémont (2000) em organismos Vvivos a resposta pode
variar de acordo com a biodisponibilidade e ja foi comprovado que o intestino é
capaz de absorver o resveratrol quando ele € administrado oralmente.

Em ratos cuja a dieta era capaz de induzir hiperlipidemia o resveratrol e
o piceido inibiram o acumulo hepatico de triacilglicerol e colesterol. Além disso, 0s
estilbenos foram capazes de proteger o figado de ratos alimentados com 06leo
peroxidado (Frémont, 2000). Outro estudo demonstrou que o resveratrol presente

em vinhos foi absorvido por ratos. Ensaios onde uma dose aguda de 26 uM ou uma
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dose diaria de 13 uM por um periodo de 15 dias demonstraram que o composto
estava presente na corrente sanguinea e foi encontrado em quantidades
significativas no plasma e em alguns 6rgéos. (Frémont, 2000).

De acordo com Pardal et al. (2014) as principais vias metabdlicas para
absorcdo e metabolismo do resveratrol em larvas de paulistinha sdo muito
semelhantes as dos mamiferos e os principais processos séo a glicuronidacao e
sulfatagdo, onde o monosulfato do resveratrol € o metabolito mais abundante. Apds
feita a exposicdo de organismos por um periodo de 1 hora foram encontrados
metabdlitos demonstrando que sua absorcdo e metabolismo ocorrem de maneira
rapida.

A degradacdo da molécula do resveratrol ocorre em até 20% apoés a
incubacdo in vitro, j& os derivados sulfatados sdo mais estaveis. (Hoshino et al.,
2010), enquanto a excrecdo ocorre com auxilio da bile e pela urina (Wang e
Yuerong, 2008).

A intensidade dos efeitos do trans-resveratrol € associada a sua
estrutura molecular, sendo o grupo fenol presente que € o responsavel pela sua
atuacdo como antioxidante, ou seja, sua capacidade de ligar-se aos radicais livres
presentes no meio celular. (Moreno,2009).

De acordo com Basso et al. (2016) ele possui capacidade de evitar a
morte celular decorrida da exposicdo a radiacdo e pela mediacdo do apoptose em
células cancerigenas e de aumentar a comunicacao intercelular em células de
glioma humano. Dessa maneira, ele promove a propagacao dos danos e da morte
celular ou até mesmo sinais de controle do ciclo celular de células tratadas para
células adjacentes. Com relacdo as células humanas normais, foi demonstrado que
o resveratrol mitiga a correcao por meio do apoptose de células irradiadas e previne
a parada do ciclo celular na fase G2 induzido por raio x (Basso et al., 2016).

Além disso, ja foi demonstrado que ele reduz a indugcéo de aberracdes
cromossOmicas em células da medula 6ssea de camundongos irradiados. Por se
tratar de um composto relativamente nao toxico com muitos alvos moleculares,
também tem potencial de agir como radioprotetor em células normais expostas a
radiacéo ionizante (Carsten et al., 2008).

Em estudos in vitro Moreno (2009) demonstrou que células de tecido
conectivo de camundongos apresentaram maior sobrevida quando irradiadas na

presenca do resveratrol nas concentracdes entre 12,5 e 25 uM.Lt. Magalhaes
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(2012), demonstrou que a acao do resveratrol pode ser protetora na concentracao
de 15uM.L-1 e sensibilizadora na concentracdo de 60uM em células de

rabdomiosarcoma humano (RD).

3.2 Danio rerio

O Danio rerio € um peixe teledésteo que pertence a classe dos
ciprinideos. Natural do sul asiatico, os adultos medem cerca de 3 a 5 cm e pesam
em média 1,59. E omnivoro, consome diversos crustaceos bentdnicos e
planctbnicos e é resistente a uma grande variacdo de temperatura, apesar disso,
em laboratério € recomendado que seja mantido em temperaturas de 24 a 30°C
(Santos, 2012).

Figura 5: Casal de Danio rerio (paulistinha) adultos.

Fonte: Brauneck e Lamar, 2006.

O custo de manutencdo de peixes adultos € baixo e quando sao
formados casais para desova, eles produzem uma grande quantidade de ovos
(Santos, 2012).

A embriogénese ocorre de uma maneira muito rapida e Orgaos
importantes como o cérebro, olhos, coracao, rins e trato gastrointestinal, podem ser

observados em um periodo de até 48 hpf (Geiger et al., 2006).



Figura 6: Ciclo de vida do Danio rerio.
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O genoma do Danio rerio e do ser humano apresentam uma semelhanca

muito grande e nele ha conservacdo de muitos genes relacionados ao reparo de
DNA, essa caracteristica importante faz dele um organismo ideal para avaliacdes
genotoxicas assim como estudos relacionados a acdo da radiacdo (Geiger et al.,
2006). Apresenta divergéncia evolucionaria com mamiferos de cerca de 445
milhdes de anos e isso faz com que a sensibilidade a determinadas substancias seja
parecida (Ali et al., 2011).

O uso da espécie como modelo de estudo é predominante nas areas de
biologia do desenvolvimento e genética molecular e até mesmo em estudos
toxicologicos (Hill et al., 2005).

No caso da avaliacdo toxicoldgica, a identificagdo de “endpoints” ou
indicadores de toxicidade facilitam o entendimento da relacdo dose resposta e

também os mecanismos de toxicidade afim de determinar a toxicodindmica da
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substancia a ser testada. Por se tratar de um organismo bastante estudado, existem
muitos dados com relacdo a morfologia, informacdes fisiologicas em todos os
estagios de desenvolvimento de ambos os sexos (Hill, 2005).

Com o uso de embrides, é possivel que exposicdo seja feita em
microplacas de cultura celular, em diversas condi¢cbes experimentais, onde sao
montadas varias réplicas de uma so vez e com iSSo conseguir uma variedade de
resultados relacionados a toxicidade. Também é possivel acompanhar a resposta
de mas formacdes no desenvolvimento embriolarval. Os embri6es sobrevivem por
varios dias obtendo nutrientes do saco vitelinico dentro dos pocos destas
microplacas (Hill et al., 2005).

O desenvolvimento rapido também facilita experimentos que ocorrem de
entre geracdes, em alguns casos séo requeridos para entender a mutagénese, o
estabelecimento de linhagens transgénicas e a avaliacdo da acdo de produtos
quimicos (Hill et al., 2005).

Geiger et al. (2006) mostram que a paulistinha € um modelo animal ideal
para avaliagdo dos efeitos ocasionados pela radiagédo ionizante. Por meio das
observacbes em microscépio é possivel acompanhar o desenvolvimento dos

organismos assim como a mortalidade.

3.3 Radiacéo ionizante (y)

A radiacéo ionizante (RI) é representada por ondas e particulas que tem
potencial de remover elétrons de um atomo ou molécula contida em algum meio
pelo qual ela é propagada. A emissao de radiacdo ocorre em um processo natural
de decaimento de um nucleo instavel ou ap6s a excitagcdo de um atomo e/ou de
seu nucleo em reatores nucleares, ciclotrons e outros instrumentos (United Nations,
2000).

As fontes de energia ionizante normalmente s&o provenientes de feixes
de elétrons ou raios X gerados em aceleradores e também de fontes radioativas
como °Co ou *¥’Cs (Shehata et al., 2011).

E possivel encontrar radionuclideos naturalmente como is6topos de
Uranio ou até mesmo liberados no ambiente por meio de atividades humanas como
instalacbes de combustiveis nucleares, descarte controlado de materiais

provenientes da industria ou até mesmo atividades médicas, depdsitos de testes
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nucleares ou em casos de acidentes como os de Fukushima e Chernobyl (Gagnaire
et al., 2015).

Quando ocorre exposicdo a compostos quimicos, os efeitos bioldgicos
geralmente sdo avaliados de acordo com a concentracdo absorvida e no caso da
radiacdo ionizante a dose € associada a energia absorvida pelo organismo
(Gagnaire et al., 2015).

A utilizacdo da radiacdo gama em alimentos tem efeitos positivos, é
capaz de auxiliar na prevencédo da decomposicao e de eliminar microrganismos
afim de melhorar a seguranca sem prejudicar a qualidade nutricional. (Lee et al.,
2009). Também é amplamente utilizada para esterilizacdo de materiais devido a
capacidade de penetracdo e, na medicina, é o segundo método mais importante de
esterilizacdo sem a utilizacao de calor, inativando células vegetativas de bactérias
e esporos (Lee et al., 2009).

O uso da radiacdo como tratamento clinico obteve muitos avancos e
mudancas, principalmente no caso da radioterapia, mas ainda assim tecidos e
orgdos normais acabam afetados com a toxicidade exercida pela irradiacdo
(Greenberger,2009).

3.3.1 Efeitos bioldgicos da radiacao

As células e moléculas de agua passam pelo processo de ionizacdo pela
interacdo de elétrons ou radicais livres em movimento produzidos pela incidéncia
da radiacao (United Nations, 2000).

A acédo nos organismos depende de fatores como a dose de radiacéo, a
taxa e distribuicdo da dose, a concentracao inicial dos produtos estudados, o tipo
de organismo e a composi¢cdo do meio irradiado. A distancia da fonte radioativa
pode fazer com que a dose varie (Moreno, 2009).

Devido ao sucesso em casos de tratamentos de cancer, ainda que exista
controle da dose em pacientes nos rins, esbdfago, péancreas etc algumas
malignidades sao associadas a toxicidade aguda da radiag&o durante o tratamento.
O efeito agudo pode comprometer tecidos além da area afetada ocasionando
sintomas como esofagite, pneumonia, diarreia e dores abdominais, por exemplo,

desaparecendo algumas semanas apoés a conclusao do tratamento ou dependendo



31

de como séo esses efeitos pode ser que pacientes ndo consigam chegar ao final do
tratamento conforme o planejado. Além disso, também existe preocupa¢ao com 0s
efeitos tardios relacionados a toxicidade, que podem surgir meses e até mesmo
anos apos a exposicao a radiacdo. E comum que efeitos tardios ocorram no tecido
exposto e ndo afetem a sobrevivéncia, entretanto, dependendo do volume de tecido
exposto durante o tratamento, é possivel que haja desenvolvimento de fibrose que
leva a falha na fungéo do érgéo (Greenberger, 2009).

As complicacdes em tecidos apés a irradiacdo dependem do 6rgéo
atingido e do tipo celular. Em reacdes agudas ha aumento do inchaco em células
endoteliais, ocorrem alteracdes na permeabilidade vascular e edemas além de
adesdo e infiltracdo de linfécitos. A apoptose em células endoteliais é um
mecanismo de protecdo importante para as alteracdes agudas induzidas pela
radiacdo. Com isso o sistema vascular responde com o aumento de morte celular e
regeneracao das células sobreviventes. Nos efeitos tardios que séo resultado da
deplecdo dependente da radiacdo, as células que dardo inicio a um tecido
especifico podem levar a fibrose e consequentemente a disfuncdo e necrose do
orgao. Os mecanismos iniciais de sinalizacdo molecular inter e intracelular que
resultem em manifestacdes tardias tém inicio logo apés a exposicao a radiacdo. Os
eventos celulares e modificacdes no tecido provocados por estes eventos ocorrem
de maneira lenta ao longo do tempo (Rodemann e Blaese, 2007).

Independente da reacdo aguda ou tardia em tecidos normais expostos a
radiacdo, os processos celulares e moleculares de remodelacdo do tecido sdo
guiados a partir de diversas cascatas de reacfes que regulam a progressao do ciclo
celular, assim como, a sobrevivéncia das células (Rodemann e Blaese, 2007).

Quando a radiacédo incide nas células, podem ocorrer reacdes que sao
denominadas diretas e indiretas. Nas diretas, os danos a célula sdo fatais, pois
neste caso uma grande quantidade de energia & depositada e consequente
destruigdo das estruturas celulares (Magalhaes, 2012).

Ja no caso da incidéncia indireta, ocorre a interacdo entre a radiacéo
com diversas moléculas dentro da célula, com destaque para as moléculas de agua
e oxigénio, neste processo produtos primarios que sao altamente reativos e
interagem com outras moléculas do meio por meio de recombinac¢des sao gerados
e, consequentemente, é desencadeada uma seérie de reagOes toxicas dentro da

célula ocasionando altera¢cdes quimicas e biolégicas. Quando estas alteracdes
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levam a mudancas nos DNA ou RNA pode ocorrer a morte celular ou mutacdes que
vao afetar geracdes futuras. A agua é uma substancia abundante no meio celular e
por isso é o alvo prioritario da radiacdo. O processo de interacdo € constituido por
algumas etapas e € denominado radidlise da agua. A equagéo a seguir resume 0

gue é chamado de reacao dos produtos primarios da radidlise da agua:

(H20 + radiacdo = H + OH’ + eaq + H2 + H202 + H30")

Como resposta, sao gerados antioxidantes naturais (incluindo
superoxidos dismutase, glutationa e a catalase) nas células para minimizar ou
eliminar os danos induzidos as estruturas celulares por estes produtos altamente
reativos. A glutationa peroxidase primeiro catalisa a conversao de ions de hidroxido
em agua. A superoxidodismutase pode converter os ions de superoxidos em
perdxido de hidrogénio que depois é convertido em agua e oxigénio pela catalase
(Smith et al., 2017).

A superoxido dismutase existe em diversas isoformas, onde cada uma é
especializada em é&reas especificas da célula. Quando ocorre a exposicdo
aumentando as doses da radiacao ionizante as células aumentam a expresséao de
enzimas antioxidantes. Entretanto, quando o0s niveis de produtos téxicos
sobrecarregam os mecanismos de defesa, ocorre o dano celular que pode levar a
carcinogénese, teratogénese, apoptose e necrose (Smith et al., 2017).

As lesdes no DNA constituem os danos mais comuns ocasionados pela
Rl em células e tecidos, porém alguns outros efeitos foram observados em
organismos expostos a radiacéo induzida por tritio ou emissores gama. Interrupcéo
da resposta do sistema imune e dos mecanismos anti-inflamatérios, efeitos
hormonais, podem aparecer os mecanismos de defesa do estresse oxidativo,
desintoxicacdo e o metabolismo em geral pode ser comprometido. Estes varios
efeitos podem levar a consequéncias na sobrevivéncia, particularmente em
estagios iniciais, do desenvolvimento, fecundidade e até mesmo comportamento

dos organismos (Gagnaire, 2015).

3.3.2 Radioprotetores

Com a grande preocupacao sobre os danos ocasionados pela radiacao
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em tecidos normais pela exposicdo ocupacional, terapéutica ou em acidentes,
surgiu a necessidade de utilizacdo de compostos ndo téxicos com potencial
radioprotetor. Devido s suas propriedades benéficas, o interesse em compostos
gue fazem parte da dieta e de plantas medicinais aumentou (Carsten et al.,2008).

Os estudos relacionados ao uso de substancias com potencial
radioprotetor ocorrem desde o inicio da era nuclear, devido a exposicdo planejada e
até mesmo no caso de acidentes envolvendo radiacdo. Além disso, existe grande
interesse no assunto devido a exposicao terapéutica para tratamento de cancer,
por exemplo, pois € necessario proteger células do tecido normal que também
sofrem as consequéncias desta exposicao. A irradiacdo de organismos a doses e
taxas de doses baixas demonstra que existe uma série de mecanismos que podem
ser auxiliados com substancias, com o propdsito de proteger e reparar os danos
excessivos causados pela radiacdo. Algumas investigacdes voltadas para o uso de
radioprotetores ajudam a elucidar os mecanismos de interacdo da radiagdo com
moléculas de importancia biologica. (Weiss e Landauer, 2003).

O uso de substéncias que tenham propriedades antioxidantes como
potenciais radioprotetores teve inicio por volta de 1949, onde foi demonstrado que
a substancia thiol-aminoacido cisteina, protegeu ratos durante a exposicao a dose
letal de raios X. A partir dai diversas discussdes surgiram acerca dos efeitos da
radiacdo em células e como substancias quimicas com potencial radioprotetor
poderiam ajudar elucidar os mecanismos de interacdo da radiacdo moléculas de
importancia bioldgica. A hipbétese € que os danos causados pela radiacdo e o
envenenamento do oxigénio aconteciam durante a formacao de espécies reativas de
oxigénio (Weiss e Landauer, 2003).

Diversas plantas que foram testadas como potenciais radioprotetoras
demonstraram efeitos protetores contra os danos ocasionados pela radiacdo. Os
extratos das plantas que foram eficazes contém diversos compostos incluindo
antioxidantes, imuno estimulantes, estimulantes de proliferacdo celular, agentes
anti-inflamatérios e antimicrobianos, alguns com potencial de agir de maneira
isolada assim como em combinag&o com outros constituintes da mesma planta (Fig
7). A maioria dos estudos desta natureza com plantas utilizam diversos extratos ou
varias plantas na formulagdo, existe grande necessidade de entender os

mecanismos de radioprotecdo destes compostos (Arora et al., 2005).
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Figura 7:Acéo de extratos de plantas utilizados como radioprotetores.
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Fonte: Adaptado de Arora, 2005.

Para que a radioprotecdo aconteca de maneira bem-sucedida é
importante que os agentes radioprotetores estejam presentes no interior da célula
até o momento da irradiacdo ou logo apds, dessa maneira € possivel que os
radicais livres gerados sejam capturados. Além disso, compostos que apresentem
baixo potencial de toxicidade sdo de grande importancia e podem contribuir muito
com essa finalidade (Moreno, 2009).



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Substancia teste

O resveratrol (3, 4’, 5- trihidroxiestilbeno), com a férmula molecular C14
Hi2 Os e massa molar de 228 g mol?, utilizado neste estudo foi adquirido da
empresa Iberoquimica Margistral, fabricado e importado da empresa Shaanxi jiahe

phytochem cq,ltd localizada na China.

4.2 Organismo teste

Os peixes adultos utilizados na reproducédo pertencem ao Laboratorio
Especial de Toxinologia Aplicada (LETA) do Instituto Butantan. Os aquarios sao
mantidos em uma estante onde os parametros de pH, condutividade e temperatura

séo controlados automaticamente pelo sistema da empresa ALESCO (Fig. 8).

Figura 8: Estante com os aquérios onde sdo mantidos os peixes adultos.

Fonte: Cavalcante, 2017.

De acordo com a ABNT (2007), a agua utilizada na manutencdo dos
organismos pode ser reconstituida, de fonte natural ou até mesmo da rede de
abastecimento, uma vez que seja desclorada. E importante que as caracteristicas
fisico quimicas propiciem o cultivo adequado, mantendo indices de sobrevivéncia
sem causar estresse aos organismos. Os parametros fisico quimicos devem ser

mantidos com pH entre 6,5 e 7,0, temperatura de 23 a 27 °C e teor de oxigénio



acimade 5 mg L. Além disso, é indicado que a dureza da agua seja mantida entre
10 e 60 mg de CaCOsL™.

A alimentacdo deve ser fornecida, pelo menos, duas vezes ao dia com
racdo apropriada, é muito importante conhecer a composi¢ao e origem da mesma.
Alimentos vivos como artémias e cladoceras também podem ser fornecidos (ABNT,
2007).

Para a desova, os organismos devem ter entre 4 e 24 meses de idade.
Os machos e as fémeas devem permanecer separados por um periodo de 7 a 14
dias antes do acasalamento e, um dia antes, colocados em aquario de reproducao
gue deve ser mantido em ambiente sem incidéncia de luz. A reproducédo ocorre no
periodo da manha, quando héa iluminacdo simulando a luz do dia, os ovos sdo

depositados ao fundo do aquério (ABNT, 2007).

Figura 9: Aquario utilizado para reproducdo dos organismos.

Fonte: Cavalcante, 2017.

4.3 indice de citotoxicidade (ICso)

Para determinacdo do indice de citotoxicidade (ICso) foi utilizado o
protocolo da 1ISO 10993-5. Este ensaio foi realizado pelo método de incorporacdo do
vermelho neutro que é um corante solivel em agua capaz de atravessar a
membrana plasmatica celular e se concentrar nos lisossomas de células vivas.
Quando substancias sado capazes de danificar tanto as membranas celulares
quanto as lisossomais ocorre o decréscimo na captura do vermelho neutro e por



isso € possivel distinguir entre células vivas e mortas através da medida de
intensidade de cor ao final do ensaio.

O processo de cultura celular e preparo das microplacas foi realizado no
Instituto Adolfo Lutz (Nucleo de Culturas Celulares), onde as células de tecido
conectivo de camundongo da linhagem NCTC clone 929 (CCIAL 020) foram
cultivadas em garrafa de cultura celular utilizando-se meio MEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), 0,1 mM de aminoacidos nao essenciais e 1,0 mM
de piruvato de sodio e permaneceram em estufa a 37 °C até a formacdo de uma
monocamada celular. Nao foram adicionados antibioticos ao meio de cultura.

Em prosseguimento, a cultura celular foi tratada com tripsina 0,20% e
solucdo de EDTA 0,02% para a dispersdo da monocamada de células. Apds o
destaque das mesmas, com o auxilio do hemocitdbmero (camara de contagem de
Neubauer), as células foram contadas e a suspensao celular foi acertada para
3,5x10° células por mL. Um volume de 0,2 mL desta suspensdo celular foi
distribuido em cada orificio da microplaca de cultura celular de 96 pocos. A seguir, as
microplacas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e atmosfera Umida
com 5% de COz para a formagéo e adesédo da monocamada celular na microplaca.

Os procedimentos de preparo das solucbes e de distribuicdo das
mesmas na microplaca constituem a fase asséptica do ensaio e, por este motivo,
foram realizados em laborat6rio esterilizado por luz ultravioleta (UV) e todos os
materiais e solucdes estéreis foram manuseados dentro de uma camara de fluxo
laminar.

Apés o periodo de incubacdo de 24 horas, o meio de cultura foi
substituido pelas solucdes de resveratrol em diluicdo seriada (100, 50, 25, 12,5 e
6,25 %), 0,2 mL nos pocos correspondentes. No controle de células, foi adicionado
somente um volume de 0,2 mL de meio de cultura celular. No ensaio, além do
controle de células, foram testados um controle negativo (polietileno de alta
densidade) e um controle positivo (latex de borracha natural) com os extratos

preparados desses compostos para a realizagao do ensaio.



Figura 10: Microplaca de 96 po¢cos com as células aderidas ao fundo expostas as solugfes de
resveratrol e controles positivo e negativo ao final do ensaio.

Fonte: Sizue Ota Rogero.

Concluida a distribuicao das solugdes, a microplaca foi mantida por mais
24 horas em estufa a 37°C e atmosfera imida com 5% de CO2. Apos a incubacéao,
as solugdes contidas na microplaca foram substituidas por 0,2 mL de solucédo de
vermelho neutro em meio MEM e a microplaca foi incubada novamente por um
periodo de 3 horas para que ocorresse a incorporacdo do corante pelas células
vivas. Decorrido este periodo, a microplaca foi lavada duas vezes com a solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 e em seguida com solucao de lavagem
(cloreto de calcio 1% em formaldeido 0,5%). ApGs o processo de lavagem foi
utilizado 0,2 mL de solugcéo de extracdo constituida por acido acético glacial 0,2%
em etanol (1:1). A solugéo de extragéo € responsavel pela lise celular ocasionando
a liberacéo do corante contido no interior das células vivas.

Na tabela 1 é apresentado o esquema do ensaio de citotoxicidade.



Tabela 1 Resumo do ensaio de citotoxicidade.

Resumo dos procedimentos

6-

7-

Adicdo da monocultura de células da proporcédo de 3,5x105 células por
mL de meio MEM e incubacédo a 37° C em estufa com 5% de CO2 por
um periodo de 24 horas;

Remocéao do meio de cultura;

Adicdo das diluicbes das concentracbes de resveratrol e controles
positivo e negativo € novamente incubagéo da microplaca em estufa com
5% de CO2 por um periodo de 24 horas;

Remocédo do meio, lavagem e adicdo do corante vermelho neutro.
Procedimento de incubacdo novamente em estufa a a 37° C em estufa
com 5% de CO2 por um periodo de 3 horas;

Descarte do corante vermelho neutro, lavagem com PBS e adicdo de
solucéo de extracgéo;

Agitacdo da microplaca por 10 minutos;

Leitura da densidade 6ptica no leitor ELISA.

Fonte: A autora.

A microplaca foi agitada por 10 minutos e submetida a leitura de

densidade 6ptica (DO) em espectrofotdmetro leitor de ELISA Sunrise da Tecan em

540 nm e 620 nm como referéncia.

Figura 11: Leitor de Elisa utilizado para leitura das microplacas.

Fonte; Cavalcante, 2017.



Com medidas de DO foram calculadas a porcentagem de viabilidade
celular com o respectivo coeficiente de variagdo, pelo software do leitor de ELISA.
Esses valores foram adicionados em um grafico com a porcentagem da viabilidade
celular em funcdo da concentracdo de resveratrol para obtencdo do ICso no
programa estatistico ORIGIN 8.0 utilizando a funcdo de dose resposta.

4.4 Toxicidade aguda do resveratrol em embrides de Danio rerio

Com base no resultado de ICso foram escolhidas as concentracdes de
resveratrol para utilizacdo no ensaio de toxicidade aguda com embrides de Danio
rerio, baseado no protocolo OECD n° 236 (Guideline on Fish Embryo Toxicity Test-
FET).

Para garantir a validade dos ensaios foram considerados lotes onde a
taxa de fertilizacao foi 270% e a mortalidade dos organismos nos controles do meio
e de solvente f0i<10%.

Ainda ndo se sabe ao certo o tempo e 0s mecanismos de absor¢ao do
reveratrol pelos embrides e, por este motivo, foram utilizados organismos de
diferentes horas pés fertilizacdo (hpf) que, consequentemente, estavam em
diferentes estagios de desenvolvimento. Com base no protocolo descrito em

Westerfield (2007) foi utilizada uma solucdo de Pronase na concentracédo de
1mg/mL'1.

Na Figura 12 sao apresentados diferentes estagios de desenvolvimento
de embrides de Danio rerio.

Figura 12: Estagio de desenvolvimento dos embribes, hpf (horas pds fertilizacdo): A= 4hpf; B: 6hpf;
C: 11.5 hpf D: 24hpf.

)

Fonte: zfin.org



Além disso, os embrides foram divididos em dois grupos, o grupo (1) de
organismos expostos com corion e o grupo (2) de organismos expostos sem o
corion (Tabela 2).

Tabela 2 Estagio de desenvolvimento em que os embrides dos grupos 1 e 2 foram expostos ao
resveratrol.

HORAS POS i
GRUPO FERTILIZACAO ESTAGIO

4 hpf Figura 12-a

1- O,rganlsmos com o 6 hpf Figura 12-b
corion.

24 hpf Figura 12-d

2- Organismos sem 0 12hpf Figura 12-c

corion. 24 hpf Figura 12-d

Fonte: A autora.

No ensaio foram preparadas cinco concentracdes de resveratrol partindo
de uma solucéo estoque de resveratrol diluido em DMSO, na concentracéo de 1000
MUM. Para a diluigédo seriada foi utilizado o meio MS com fator de diluigéo de 1,5. Os
parametros fisico quimicos: pH, oxigénio dissolvido (OD) e condutividade foram
medidos no controle e na maior concentracao utilizada no ensaio.

Para cada concentracdo foi utilizada uma microplaca de 24 pocos
contendo 2mL de meio MS em quatro pocos (controle de placa) e nos outros 20
pocos foram adicionados 2 mL em cada um com a respectiva solugcao de resveratrol
e em todos os pocos foi adicionado 1 embrido.

Durante o periodo de exposicdo as microplacas permaneceram em

incubadora na temperatura de 26x£1°C e fotoperiodo de 14h luz/12h escuro.



Figura 13: llustracdo da distribuicéo das solugdes de resveratrol no ensaio de toxicidade aguda em
embries de Danio rerio.
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Fonte: Adaptado de OECD 236.

ApOs a exposicdo, foram observados os indicadores de letalidade:
coagulacéo de ovos fertilizados, auséncia de formagéao de somitos, a auséncia de
batimentos cardiacos e 0 nhdo destacamento do saco vitelinico por um periodo de 96

horas.



Figura 14: Indicadores de letalidade: (A) Ovo coagulado; (B) Nao destacamento da cauda; (C)
Auséncia de somitos; (D) Auséncia de batimentos.

Fonte: Adaptado de OECD, 236.

Para a confirmagcdo da auséncia de batimentos cardiacos os embrifes
foram observados por um periodo de um minuto e magnificacdo de 80X.

Os indicadores observados a cada 24 horas encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 Indicadores de letalidade de acordo com o tempo de exposi¢é&o.

Tempo de exposi¢io
24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs

Embrides coagulados + + + '
Auséncia de somitos + b b +
Ndo destacamento dacauda  + + i +
Auséncia de batimento cardiaco + + v

Fonte: Adaptado de OECD, 236.



No final do periodo de exposicéo, foram contabilizados os organismos
mortos e adicionados em uma planilha para o célculo da % de mortalidade por
concentragdo, depois estes valores foram adicionados no ORIGIN 8.0 e feitos os

graficos de mortalidade, além do célculo da CLso na fungéo de doseresposta.

Tabela 4 Requisitos e condicdes para o ensaio de toxicidade aguda com embriées Danio rerio.

REQUISITOS CONDICOES
Ensaio Estatico
Agua Meio MS
Ovos 270% dos ovos coletados devem ser fertilizados
Concentracbes 5 Concentracgdes + Controle MS+ Controle (DMSO)
Temperatura 26x1
Efeitos observados Letalidade

Expressao dos

resultados Clso

Fonte: o autor

45 DL50 daradiacdo gama (y)

O ensaio para a obtencdo da Dose letal que ocasiona a mortalidade de
50% dos organismos (DLso) da radiacdo gama em embrides de Danio rerio também
foram baseados no protocolo OECD n° 236 (Guideline on Fish Embryo Toxicity
Test-FET).

Os procedimentos iniciais dos ensaios levaram em consideragcao os
critérios de validade dos ensaios propostos pelo protocolo, onde somente foram
utilizados lotes onde a taxa de fertilizagao foi 270%. Durante o periodo de exposi¢cao
dos organismos, a temperatura utilizada foi de 26x1°C e a taxa de sobrevivéncia
dos organismos utilizados no controle com o meio MS, foi 2 90%. As taxas de
eclosdo dos organismos com o corion foi de, no minimo, 80% no final do periodo de

exposicao. Aléem disso, a saturacao do oxigénio ao final do ensaio foi 280%. (OECD,



236).

Nas microplacas apenas o meio MS foi utilizado, foram preparadas cinco
microplacas de 24 pocgos, sendo uma para cada dose de radiagdo em organismos
de diferentes fases de desenvolvimento, 4,6, 12 e 24hpf (Fig 12).

Para a obtencédo da DL50, os organismos também foram divididos em 2 grupos,
grupo (1) de organismos irradiados com o coérion e grupo (2) organismos irradiados

sem o corion, mostrado na tabela 5.

Tabela 5 Hora pos fertilizagao que os embrides dos grupos 1 e 2 foram irradiados.

HORAS POS A
GRUPO FERTILIZAGAO =STAGIO
4 hpf Figura 12-a
1- O,rganismos com o 6 hpf Figura 12-b
corion.
24 hpf Figura 12-d
2- Organismos sem o 24 hpf Figura 12-d

corion.

Fonte: A autora.

Para cada ensaio os embrides foram irradiados em cinco doses
diferentes de radiacdo e para cada dose foi utilizada uma microplaca de 24 pocos
contendo 2mL de meio MS em quatro pogos (controle de placa) e nos outros 20
pocos foram adicionados 2 mL em cada um com a respectiva solucéo de resveratrol
e em todos os pocos foi adicionado 1 embrido.

Durante o periodo de exposicdo as microplacas permaneceram em
incubadora na temperatura de 26+1°C e fotoperiodo de 14h luz/12h escuro.

A irradiacdo aconteceu na fonte de Cobalto 60, Gammacell 220 (Fig 14),
onde durante o periodo dos ensaios a taxa de dose era de 0.773 kGy.h?, o
equipamento fica localizado no Centro de Tecnologia das Radiacdes (CTR) do

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares.



Figura 15:; Fonte de Co-60, Gammacell 220.

Fonte: Moreno, 2009.

O ensaio teve duracdo de 144 horas (seis dias) e os organismos foram

acompanhados através de um microscopio éptico (Olympus CK40). Os parametros

verificados para a letalidade pés-irradiacdo estao apresentados na tabela 6.

Tabela 6 Indicadores de letalidade de acordo com o tempo decorrido do ensaio.

Efeitos observados 24 horas | 48 horas | 72 horas
Coagulagao X X
Auséncia de Somitos X X
N&o destacamento da cauda. X X
Auséncia de Batimentos cardiacos. X X

Fonte: Adaptado de OECD 236.



ApoOs o periodo de exposicdo, foram contabilizados os organismos
mortos e adicionados em uma planilha e os dados e foram adicionados no programa
estatistico ORIGIN 8.0 onde foram preparados os graficos e o calculo das DLso
utilizando a fungéo dose-resposta.

O resumo e requisitos dos procedimentos sdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7 Resumo das condi¢fes do ensaio de DL50 da radiacéo y.

REQUISITOS CONDICOES
Ensaio Semi estatico (Com troca a cada 72 horas)
Agua Meio MS
Ovos 270% dos ovos coletados devem ser fertilizados
Concentragbes 5 Doses + Controle MS
Temperatura 26x1
Efeitos observados Letalidade
Expresséo dos resultados DLso

Fonte: A autora.

4.6 Ensaio da atividade radiomodificadora do resveratrol em embrides de
Danio rerio

A exposicao dos organismos neste ensaio também teve como base o
protocolo da OECD 236, onde 0s requisitos basicos que garantem a validade do
ensaio foram a taxa de fertilizacdo, para o lote de organismos utilizado, foi 270%.
Durante o periodo de exposicdo os organismos a temperatura utilizada foi de
26+1°C e a taxa de sobrevivéncia dos organismos utilizados no controle com o0 meio
MS, foi 2 90%. As taxas de eclosado dos organismos com o cdrion foi de, no minimo,
80% no final do periodo de exposicdo. Além disso, a satura¢éo do oxigénio ao final
do ensaio foi 280% (OECD, 236).

Foram utilizados organismos em diferentes momentos do
desenvolvimento 4,6,12 e 24 hpf (Tabela 5).

Neste ensaio, os embribes foram decorionados com 12hpf e apds o

processo foram lavados trés vezes em meio MS e adicionados nas microplacas de



resveratrol e permaneceram em incubadora durante a noite por mais 12 horas em
contato com a substancia. Além disso, também foram preparadas placas de
controle. Na manha seguinte quando os embribes estavam com 24 hpf foram
irradiados no Gammacell220 localizado no Centro de Tecnologia das radiagbes
(Figura 15).

Os organismos foram divididos em trés grupos: (1) Organismos nao
irradiados;(2) Organismos irradiados e (3) Organismos irradiados apos o tratamento
com o resveratrol. A escolha das doses da radiagéo e concentracdes de resveratrol

foi baseada nos resultados da CLso do resveratrol e da DLso da radiacao y.

Tabela 8: Grupo 1 — Organismos ndo irradiados (Controle, embrides em meio MS durante o
periodo da irradiacdo das outras placas).

GRUPO  HORAS POS FERTILIZACAO MEIO UTILIZADO

4 hpf MS
Com corion 6 hpf MS
24 hpf MS
Sem cdérion 24 hpf MS

Fonte: A autora.

Tabela 9: Grupo 2 — Organismos irradiados.

GRUPO  HORAS POS FERTILIZACAO DOSE DE RADIACAO (GY)

4 hpf 5,10,15,20,25
Com cérion 6 hpf 5,10,15,20,25
24 hpf 10,20,30,40,50
Sem corion 24 hpf 5,10,15,20,25

Fonte: A autora.



Tabela 10: Grupo 3 — Organismos irradiados na presenca do resveratrol.

HORAS POS DOSE DE TEMPO EM
GRUPO  rerTiLIZACAO RADIACAO (GY) RESVERATROL  contATO
4 hpf 5,10,15,20,25 15e 30 pM 3hs
Com 6 hpf 5,10,15,20,25 15 e 30 uM 5 hs
corion
24 hof 10,20304050 1530 uM o4 s
>em 24 hpf >10.1520.25 3060 um 12 hs
corion

Fonte: A autora.

O ensaio teve duracao de 144 horas (seis dias) e os organismos foram
acompanhados através de um microscopio 6ptico (Olympus CK40). Os parametros
verificados para a letalidade pés-irradiacao estdo apresentados na tabela 6, assim
como foi no ensaio para obtencdo da DLso.

Para verificacdo das diferencas entre as mortalidades de organismos
irradiados na presenca e auséncia do resveratrol foi aplicado um teste Z
(Vuolo,1996), que é utilizado para determinar a compatibilidade de dois resultados
experimentais, através do calculo da diferenca entre os dois resultados com relagcéo
a incerteza combinada de ambos. Definindo um nivel de significancia de 3%, isto €,
probabilidade de apenas 3% do resultado ndo indicar compatibilidade,
consideramos os dados compativeis para valores de Z menores do que 3.

Apés o periodo de exposicdo, foram contabilizados os organismos
mortos e adicionados em uma planilha do Excel onde foi feito um teste Z para
comparacao das médias de mortalidade a cada 24 horas e os dados e foram
adicionados no programa estatistico ORIGIN 8.0 onde foram preparados os

graficos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IC50 (Citotoxicidade do resveratrol)

O ICso0 obtido neste ensaio foi de 28% e corresponde a concentracao de
69 uM, uma vez que as diluicdes foram feitas com a concentracédo de 250 uM como
100% de extrato.

Este valor esta préximo aos valores encontrados na literatura, como
Moreno (2009), onde o ICsofoi de 50 uM, Cavalcante (2017) que obteve um ICsode
78% correspondente a concentracdo de 192 uM. J& Magalhaes (2012) obteve um
ICs0 150 uM em células de rabdomiossarcoma humano.

Na tabela 11 estdo os valores de porcentagem de viabilidade celular

correspondente a cada concentracao utilizada.

Tabela 11:Porcentagem da viabilidade celular.

Viabilidade celular (%)

Concentracéo
0 Controle Controle
do extrato (%) Resveratrol  Resveratrol
(-) (+)
100 92+10 1148 4+10 4+8
50 95+10 94+3 3+4 343
25 99+6 94+4 60+13 5548
12,5 98+6 95+4 93+3 7913
6,25 9748 9743 9949 86+8

Fonte: A autora.

Além disso, a diminuicdo do namero celular expostas ao resveratrol foi
semelhante a descrita por Sgambato et al. (2001), de maneira dose dependente em
diversas linhagens de células, onde os indices de citotoxicidade podem
corresponder de 22 a 109 uM (Tabela 12).



Figura 16: Curvas de viabilidade celular obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método de
incorporacdo do vermelho neutro.
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Fonte: A autora.

Os controles positivo e negativo foram utilizados para garantir a
qualidade do ensaio. Os indices de viabilidade projetados acima da linha de 50%
sdo considerados nao citotéxicos e as amostras com indices que cruzam a linha do
ICs0 s@0 consideradas citotoxicas, como o controle positivo.

As curvas obtidas para o resveratrol foram semelhantes as curvas do
controle positivo e 0 resultado obtido serviu como base para a escolha das
concentracdes utilizadas no ensaio in vivo com embrides de Danio rerio.

Sgambato et al. (2001), utilizaram diversas linhagens celulares afim de
obter concentracdo do resveratrol que inibe o crescimento celular em 50% (ICso)
entre elas fibroblastos de roedores, células normais do tecido epitelial de ratos e
células cancerigenas, sendo trés de mama, trés de coélon e duas da prostata e todas

as células foram expostas por um periodo de 48 horas.



Tabela 12: IC50 do resveratrol em diferentes linhagens celulares.

Linhagem Origem ICs0* (pM)
celular

Rat-1 Fibroblastos de ratos 90.12 £ 5
HC11 Epitélio mamario de ratos 2285+ 5
MCE-7 Adenocarcinoma de mama humana 101.48 = 11
T47-D Adenocarcinoma de mama humana 69.08 = 5
BT-549 Adenocarcinoma de mama humana 72.19 = 9
HCTI116 Adenocarcinoma de célon humano 80.13 + 4
HT-29 Adenocarcinoma de célon humano 0452 + 3
SW-620 Adenocarcinoma de coélon humano 109.06 = 10
PC3 Adenocarcinoma de préostata humana 6711 =2
DU145 Adenocarcinoma de prostata humana 51.12 4+ 3
Hel.a Adenocarcinoma de cérvix humano 82.60 + 6

Fonte: Adaptado de Sgambato (2001).

De acordo com Repetto et al. (2008), quando ocorre a morte celular ou
reducdo no gradiente de pH das células o corante ndo consegue ser retido. Por
este motivo, a quantidade de corante € proporcional ao niumero de células viaveis e
a distincdo € feita com base na capacidade de absorc&o. Na figura 16, onde é

possivel observar po¢cos com células viaveis que conseguiram abosorver o corante.

Figura 17: Absorcéo do corante vermelho neutro: (A) A maioria das células que sofreram lise celular
e ndo absorveram o corante vermelho neutro na concentragéo de 100% do estrato. (B) Células vivas
que absorveram o corante vermelho neutro na concentracédo de 6,25% do extrato. Magnificéncia de

10x.

Fonte: A autora.



O método de incorporacao do vermelho neutro (vn) tem como base a
capacidade das células que nao sofreram injaria absorver e ligar-se ao corante,
este processo ocorre através da difusdo passiva, onde o VN fica concentrado nas
lisossomas através de ligagcOes eletrostaticas e anidnicas ou grupos de fosfatos da
prépria matriz lisossomal (Repetto et al., 2008).

Para que ocorra essa absorcéo, a célula precisa ser capaz de manter o
gradiente de pH além da producao de ATP. Em pH normal, o corante apresenta uma
carga muito préxima de zero, o que possibilita a penetracdo na membrana celular.
Dentro das lisossomas existe um gradiente de prétons que mantem o pH mais baixo
que o citoplasma. Quando o VN atravessa a membrana a carga de elétrons

aumenta e assim ele é retido dentro das lisossomas (Repetto et al., 2008).

5.1 Toxicidade do resveratrol em embrides de Danio rerio para obtencédo da
CLoso.

Os resultados de CLso obtidos realizados em organismos com e sem o

corion em diferentes momentos pas fertilizacdo por um periodo de 96 horas sdo

apresentaos na tabela 13.

Tabela 13: Valores de dose respostas obtidas nos trés ensaios com o resveratrol.

Ensaio Horas pos fertilizacéo (hpf) CLso

1 Com cérion 2hpf 154 uM

2 12hpf 283 uM
Sem cérion

3 24hpf 699 uM

Fonte: A autora.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, entretanto, para 0s ensaios
2 e 3 a ultima réplica foi desconsiderada, pois a mortalidade dos organismos
controle ultrapassou 10% que é o limite recomendado pela OECD 236 para garantir

a qualidade e a validade dos resultados.



Tabela 14: Porcentagem de mortalidade do ensaio 1 em embriées de 2hpf com cérion apés 96 horas
de exposicao.

Concentracéo (UM) Mortalidade % Incerteza

0 0 0,0
DMSO 0 0,0
27,38 11,67 4,1
54,76 23,33 5,5
109,5 40 6,3

219 71,67 5,8
438 100 0,0

Fonte: A autora.

Figura 18: Letalidade dos embrides de Danio rerio no ensaio 1 apds 96 horas de exposicdo ao
resveratrol.
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Fonte: A autora.



Tabela 15: Percentual de eclosdo dos embrides do ensaio 1.

Concentragdo (UM) Eclosao
48 horas 72 horas 96 horas

0 80 100 100

DMSO 72 96 100

27,38 50 08 100

54,76 27 99 100

109,5 50 97 100

219 2 65 100

438 7 42 95

Fonte: A autora.

A taxa de eclosao dos embrides, onde ao final do periodo de 96 horas
5% das larvas ndo eclodiram na ultima concentracdo foi semelhante aos dados

reportados por Cavalcante (2017).

Tabela 16: Porcentagem de mortalidade do ensaio 2 em embrides de 12hpf apds o periodo de 96
horas de exposicéo.

Concentracdo (uM) Mortalidade % Incerteza

0 0 0,0
DMSO 0 0,0
27,38 7.5 0,5
54,76 17,5 1,1
109,5 52,5 3,3

219 77,5 4,9

438 87,5 55

Fonte: A autora.



Figura 19: Letalidade dos embrides de Danio rerio no ensaio 2 apds 96 horas de exposicdo ao
resveratrol.
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Fonte: A autora.

Tabela 17: Porcentagem de mortalidade do ensaio 3 em embrides de 24 hpf sem o cérion depois de
um periodo de 96 horas de exposicao.

Concentragdo pM Mortalidade % Incerteza

0 0,0
DMSO 0.0
152 10 0,6
244 17,5 1,1
390 25 1,6
625 37,5 2,4
1000 90 5,7

Fonte: A autora.



Figura 20: Letalidade dos embrides de Danio rerio no ensaio 3 apds 96 horas de exposicdo ao
resveratrol.
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Fonte: A autora.

Algumas alteracdes morfolégicas foram encontradas em larvas no ensaio 1
(na presenca do cérion no momento da exposi¢do). Entretanto, a alteracdo na
Figura 21(A) foi encontrada em apenas duas larvas e na figura 21 (C) nos 5% de
larvas ndo eclodidas na ultima concentracdo apds o periodo de 96 horas. Nao se

pode afirmar que estes efeitos foram ocasionados pelo resveratrol.



Figura 21: (A) Larva normal (Magnificéncia 20x); (B) ; Larva da concentracdo de 300 uM que eclodiu de
maneira inadequada, onde somente a cauda saiu do ovo (Magnificéncia de 20x).(C)Larva da concentracdo
de 438,15 ,que nao eclodiu e onde é possivel observar edema no pericardio. Magnificéncia de 40X.

Fonte: A autora.

Nos ensaios 2 e 3 ndo foram encontradas alteragées morfoloégicasem
larvas vivas, sendo que em todas as concentracdes os fendétipos dos sobreviventes
estavam semelhantes aos do grupo controle mesmo nas maiores concentracoes.



Figura 22: Larvas de Danio rerio (A) Controle; (B) Concentracdo de 500 pM do ensaio 2; (C)
Concentragdo de 625 pM em embriBes expostos com 24 hpf. Todas as fotos foram tiradas na

Fonte: A autora.

De acordo com Henn e Braunbeck (2011), o uso da pronase para
decorionizacdo dos embrides em estégios iniciais de desenvolvimento ndo é bem
sucedida, pois ocorre mortalidade de um grande numero de organismos.
Entretanto, a decorionizacéo a partir de 8hpf permite que haja uma taxa maior de
sobrevivéncia dos embrides, nao ultrapassando os 10% de mortalidade, uma vez
gue este é um critério para validade do ensaio no protocolo 236 da OECD. Outro
ponto importante é que algumas substancias sé exercem efeito toxico quando



entram em contato com o embrido nos estagios iniciais de desenvolvimento, como
é 0 caso do uso da concentracdo de 3,7 mg.L* de 3,4 Dicloroanilina utilizada como
controle positivo como indicagcdo da norma, quando embrides decorionados com
24hpf sdo expostos a substancia, ndo ocorre nenhuma alteracdo morfolégica ou
até mesmo mortalidade de , no minimo , 20 a 80% dos organismos como € 0 caso
dos embrides expostos com corion nos estagios iniciais.

Cavalcante (2017) em estudo sobre a toxicidade do resveratrol em
Danio rerio expds embrides por um periodo de 96 horas e obteve uma CLso de 75
mg.L?. Na exposicdo croénica de curta duracéo de larvas recém eclodidas por um
periodo de 168 horas a ClLso obtida foi de 51,37 mg.L?, onde a diferenca nos
resultados foi explicada pela hipétese de que o cérion serviu como uma barreira.
Porém, um fator importante foi a diferenca com relacdo ao momento de
desenvolvimento e o tempo de exposicao.

No presente estudo a CLso obtida para embrides sem cérion foi maior
(283 pM e 699 uM), indicando que o embrido pode absorver o resveratrol na
presenca do cdrion, o que nao se sabe ao certo é o tempo levado para que ocorra
este processo.

Vallverdd-Queralt et al. (2015), consideram que uma das limitacdes
quanto ao uso de embrides é que eles necessitam absorver substancias através do
corion e de outras membranas , porque as guelras ainda ndo foram desenvolvidas
e , por este motivo, € importante entender a biodisponibilidade e a capacidade das
substancias de produzir efeito e para entenderem como funciona a absorcdo do
vinho expuseram os embriées de Danio rerio por um periodo de 24 horas e, apés
este periodo, eles foram decorionados, lavados e homogeneizados para leitura em
HPLC, onde foram encontradas 43 substancias somente no vinho e nos embrides 19
substancias, entre elas o resveratrol.

Pardal et al. (2014) fizeram a comparacéo da capacidade do resveratrol
e do piceido de reduzir a gordura em embribes e larvas de Danio rerio e
demonstraram que o vitelo € consumido em, no minimo, 5 dias pdés fertilizacéo.
Como o saco vitelinico é largo, tem um volume consideravel de massa e é
considerado um depésito de lipidios nos embrides, além de servir como fonte de
nutriente até que a larva seja capaz de alimentar-se de fontes exdgenas, foi
escolhido para entender este mecanismo com a utilizacédo do corante Nilo (Nile red)

que é capaz de exibir fluorescéncia em ambiente lipofilico sem ocasionar



deformacfes nos tecidos onde foi absorvido. Houve reducédo na fluorescéncia do
saco vitelinico na presenca do resveratrol e piceido. Isso confirma que o resveratrol
€ capaz de induzir a lip6lise em larvas de zebrafish de maneira similar & que
acontece com ratos e camundongos alimentados com uma dieta rica em gorduras.

De acordo com Calabrese et al. (2010) o resveratrol é capaz de induzir
respostas horméticas em diversos modelos biolégicos e pode afetar varios
parametros de importancia biomédica e terapéutica. Em linhas de células tumorais
humanas que afetam mama, prostata, coélon, pulmdo, Utero e leucemia,
concentracfes baixas de resveratrol sdo capazes de aumentar a proliferacdo de
células tumorais, enquanto concentracfes mais altas de inibir, 0 que também foi
observado em vérias doencas parasitarias, incluindo leishmaniose e triquinela.
Outros efeitos também foram relatados em modelos animais para lesao
cardiovascular induzida, lesGes gastricas, acidente vascular cerebral isquémico,
doenca de Alzheimer e osteoporose, indicando que houve frequentemente um efeito
protetor em doses baixas e um efeito adverso em doses mais elevadas,
exacerbando o processo e a incidéncia da doenca. Os dados indicam que muitos
efeitos induzidos pelo resveratrol sdo dependentes da dose e que os efeitos
opostos ocorrem em doses baixas e altas, sendo indicativos de uma resposta a
dose hormética. Entretanto, estudos epidemiologicos e clinicos sdo necessarios
para avaliar a natureza de sua dose-resposta.

O que indica a necessidade de mais estudos para entender 0s
mecanismos de toxicidade e absorcdo de resveratrol em embribes e larvas de

Danio rerio.
5.2 Ensaio de toxicidade aguda da radiacdo gama em embrides de Danio
rerio para obtencao da DLso.

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados em triplicata e em

embribes de diferentes momentos pos fertilizagcdo, com e sem o cérion (Tabela 18).



Tabela 18: Valores obtidos de doses letais de radiagéo y.

Ensaio Horas pos fertilizacao (hpf) DL50

4hpf 11,50 Gy

Com cérion
6hpf 12,18 Gy

1

2

3 o e 24 hpf 24,80 Gy
em corion

4 ! 24 hpf 16,99 Gy

Fonte: A autora.

O meio MS foi utilizado para preenchimento dos pocos das microplacas
e nos lotes de organismos utilizados a mortalidade nédo ultrapassou os 10% que €
um critério para validade dos ensaios pela OECD 236.

Tabela 19: Porcentagem de mortalidade do ensaio 1 em embrides de 4hpf apds o periodo de 144
horas de exposicéo.

Dose (Gy) Mortalidade % Incerteza
0 0 0,0
10 11,67 1,6
15 48,33 3,6
20 70 54
25 100 7,1
30 100 7.4

Fonte: A autora.



Tabela 20: Porcentagem de mortalidade do ensaio 2 em embrides de 6hpf apds o periodo de 144
horas de exposicao.

Dose (Gy) Mortalidade % Incerteza
0 0 0,0
10 6,67 1,2
15 45 33
20 70 4,3
25 98,33 54
30 100 5,9

Fonte: A autora.

Figura 23:Letalidade dos embrifes de Danio rerio dos ensaios 1 e 2 irradiados com 4 e 6 hpf apés o
periodo de 144 horas de exposigéo.
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Fonte: A autora.



Tabela 21: Porcentagem de eclos&o dos embrides vivos do ensaio 1 com embrides de 4hpf.

Concentracgao (UM) Eclosao %

¢ H 48 horas 72 horas 96 horas
0 75 100 100
10 72 96 100
15 68 98 100
20 69 99 100
25 70 97 100
30 71 96 100

Fonte: A autora.

Tabela 22: Porcentagem de eclosdo dos embrifes vivos do ensaio 2 em embrides de 6hpf.

Concentragéo (uUM) Eclosao
48 horas 72 horas 96 horas
0 70 100 100
10 75 95 100
o 69 97 100
20 66 95 100
25 72 99 100
30 69 98 100

Fonte: A autora.

Tabela 23: Porcentagem de mortalidade do ensaio 3 que foi realizado em embriées de 24hpf apés
o periodo de 144 horas de exposi¢éo.

Dose (Gy) Mortalidade % Incerteza
0 0 0,0
10 5 0,0
20 10,00 0,0
30 90,00 2,5
40 96,67 3,7
50 100,00 4,9

Fonte: A autora.



Figura 24: Letalidade dos embriées de Danio rerio do ensaio 3 irradiados com 24 hpf apds o periodo
de 144 horas de exposicao.
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Fonte: A autora.

Tabela 24: Porcentagem de eclosdo dos embries vivos do ensaio 3 com embrides de 24hpf.

Ecloséao

Concentracao (UM
géo (M) 48 horas 72 horas 96 horas

0 72 96 100
10 75 99 100
20 69 97 100
30 70 96 100
40 69 98 100
50 71 97 100

Fonte: A autora.



Tabela 25: Porcentagem de mortalidade do ensaio 4 em embrides de 24hpf apds o periodo de 144
horas de exposicao.

Dose (Gy) Mortalidade % Incerteza
0 0 0
10 15 0,9
20 20 1,3
30 25 1,6
40 100 6,3
50 100 6,3

Fonte: A autora.

Figura 25: Letalidade dos embrides de Danio rerio do ensaio 4 irradiados com 24 hpf sem o cérion
apos o periodo de 144 horas de exposi¢éo.
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Fonte: A autora.

.Além da mortalidade e da taxa de eclosdo também foram observadas
alteracdes morfolégicas como diminuicdo no tamanho da cabec¢a que pode indicar
microcefalia, diminuicdo no tamanho dos olhos que pode indicar microftalmia,
edema do pericardio e do saco vitelinico e curvatura da coluna vertebral em todos
0S organismos irradiados, com e sem o cdrion, mesmo nas menores doses

utilizadas. Quanto maior a dose mais acentuados eram estes efeitos (Figura 26).



Figura 26: AlteragGes morfoldgicas ocasionadas por diferentes doses de radiacdo gama: (A) Larva
do controle; (B) Larva irradiada com 10 Gy; (C) Larva irradiada com 20Gy e (D) (Larva irradiada com
30 Gy).

Fonte: A autora.

A mortalidade dos organismos em todos 0s ensaios também foi de
maneira dose dependente e houve aumento na taxa de mortalidade dos
organismos a partir de 72hpf.

Os dados encontrados na literatura estdo de acordo com estes
resultados, como o trabalho de Kumar et al. (2017) que apontam aumento da taxa
de mortalidade de embrides irradiados com radiacdo gama indicando a toxicidade
nestes organismos, assim como estudos relacionados a exposi¢do a substancias
guimicas até mesmo metais, onde € comum porcentagens maiores de mortalidade
conforme ha aumento da dose. Além disso, os embrides irradiados com radiacéo
gama, com idade de 3hpf, em diferentes doses de radiacdo (De 1 a 10 Gy) ja
apresentaram um aumento significativo de mortalidade nas primeiras 24 hpf.



Entretanto, Geiger et al. (2006) irradiaram embrides de 2hpf na dose de 5Gy e a
mortalidade também teve um aumento significativo no periodo de 72hpf onde
apenas <25% dos embrides ainda estavam vivos.

A idade dos embriées no momento da irradiagcdo e a dose utilizada é que
determinam a sobrevivéncia e morfologia subsequentes e os efeitos da radiacéo na
sobrevivéncia (Geiger et al., 2006). E isso explica as diferencas nos valores de DLso
para embrides irradiados com 4,6 e 24hpf (com e sem ocorion), onde nos estagios
iniciais de desenvolvimento os organismos demonstraram maior sensibilidade.
Contudo, para organismos de 24 hpf sem o c6rion o valor obtido de DLso foi menor
do que os valores obtidos para embriées com corion, indicando maior sensibilidade
quando h& a remocao do cérion nesta condicéo.

N&o foram encontrados dados na literatura para comparacao dos efeitos
da radiacdo em embrides irradiados na presenca e auséncia do cérion, mas, de
acordo com Simon (2011), quando ocorre aceleracdo no processo de ecloséo é
desencadeado um mecanismo de consumo precoce de energia de reserva levando
a diminuicao da biomassa corporal das larvas em um periodo de 7 dias, a hipotese
€ de que a sensibilidade dos organismos pode ter sido alterada por este motivo.

Além disso, Simon et al. (2011) demonstraram que a exposi¢ao crénica
de embrides e larvas de Danio rerio também resultou em efeitos significativos
relacionados a toxicidade, influenciando principalmente o tempo de eclosédo, a
resisténcia a inanicdo e a massa corporal. O ensaio com duracdo de 20 dias
mostrou maior resisténcia larval a inanicdo (somente ap0s exposi¢cao cronica) e
uma aceleracao do tempo de eclosédo apds a exposicao a irradiacédo g (de baixas a
altas taxas de dose, 1 mGy/d 1 a 1000 mGy/d).

Além da mortalidade também foi obtida a taxa de eclosdo em embrides
irradiados com 4,6 e 24 hpf, que para todos organismos irradiados foi muito
semelhante ao grupo do controle, n&o foi observado adianto ou atraso no processo.

As alteracdes morfologicas (Figura 26) também estdo de acordo com os
dados encontrados na literatura, como no trabalho de Geiger et al. (2006) e McAller
et al. (2005), e os indicadores teratogénicos sdo consistentes com o0 conceito de
que as proteinas necessarias para reparar os danos induzidos pela radiacdo néao
estédo presentes no embrido antes da blastula quando o desenvolvimento € dirigido
por proteinas maternas preexistentes presente no saco vitelinico. Por outro lado,

existem evidéncias de que o embrido é capaz de expressar genes adequados ao



reparo afim de corrigir os danos ocasionados no DNA pela radiacdo apos a MDB
(4hpf), mas este processo precisa ser melhor investigado.

Todos os resultados obtidos foram suficientes para a escolha das doses
de radiacdo utilizadas na etapa seguinte do trabalho onde os embrides foram

irradiados na presenca e na auséncia do resveratrol.

5.3 Efeito radiomodificador do resveratrol em embrides de Danio rerio.

Em organismos de 4hpf a mortalidade dos embribes irradiados na
presenca do resveratrol (15 ou 30 pM) foi numericamente menor, entretanto,
guando estes resultados foram comparados estatisticamente ndo apresentaram

diferenca, como demonstram os valores de Z obtidos.

Tabela 26: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 4 hpf irradiados na presencga e auséncia
resveratrol (15uM) durante o periodo de 144 horas.

Horas 5 Gy 5 Gy+15 uM 7 15 Gy 15 Gy+15 uM 7
% Incerteza| % Incerteza % Incerteza| % Incerteza
24 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
48 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
72 8 0,5 10 1 1,79 | 50 3 50 5 0,00
96 10 0,5 12 1,2 1,54 | 65 4 65 6,5 0,00
120 | 10 0,6 12 1,2 1,49 | 72,5 4.5 69 6,9 0,42
144 12,5 0,8 12 1,2 0,35 | 72,5 4.5 69 6,9 0,42

Fonte: A autora.

Tabela 27: Porcentagem de mortalidade dos embriGes de 4 hpf irradiados na presenca e auséncia
resveratrol (30uM) durante o periodo de 144 horas.

5 Gy 5 Gy+30 uM 15 Gy 15 Gy+30 uM
Horas Z Z
% Incerteza | % Incerteza % Incerteza | % Incerteza
24 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
48 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
72 8 0,5 10 1 1,79 50 3 48 4.8 0,35
96 9,5 0,5 12 1,2 1,92 65 4 52 52 1,98
120 | 10 0,6 12 1,2 1,49 72,5 45 65 6,5 0,95
144 12,5 0,8 14 1,4 0,93 |725 4,5 66 6,6 0,81

Fonte: A autora.



Figura 27: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 4hpf na presenca resveratrol (15uM)
apos o periodo de 144 horas.
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Fonte: A autora.

Figura 28: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 4hpf na presenca resveratrol (30uM)
apos o periodo de 144 horas.
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Fonte: A autora.



Nos embrides de 4hpf a mortalidade dos irradiados na presenca do
resveratrol (15 ou 30 uM) também foi numericamente menor, entretanto, quando
estes resultados foram comparados estatisticamente ndo apresentaram diferenca,

como demonstram os valores de Z obtidos (Tabelas 28 e 29).

Tabela 28: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 6 hpf irradiados na presenga e auséncia
resveratrol (15uM) durante o periodo de 144 horas.

5 Gy 5 Gy+30 uM 15 Gy 15 Gy+30 uM
Horas Z Z
% Incerteza | % Incerteza % Incerteza | % Incerteza

24 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 | 0,0 0,0 0,0 00 0,00
48 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 | 0,0 0,0 0,0 00 0,00
72 (25,0 1,9 25,0 15 0,00 (62,5 4,0 62,5 4,0 0,00
96 (28,3 2,2 25,0 15 1,25 |72,5 4,6 72,5 4,6 0,00
120 31,7 2,5 30,0 2,0 0,53 |77,5 4,9 72,5 4,6 0,74
144 | 35,0 2,7 35,0 2,0 0,00 80,0 51 75,0 4,7 0,72

Fonte: A autora.

Tabela 29: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 6 hpf irradiados na presencga e auséncia
resveratrol (30uM) durante o periodo de 144 horas.

5 Gy 5 Gy+30 uM 15 Gy 15 Gy+30 uM
Horas Z Z
% Incerteza | % Incerteza % Incerteza | % Incerteza
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 0,0 0,0 75 3,2 2,30
72 25,0 1,9 22,5 1,4 1,04 |62,5 4.0 65,0 4,1 0,44
96 28,3 2,2 25,0 1,6 1,23 72,5 4.6 70,0 44 0,39
120 31,7 2,5 25,0 1,6 2,28 |77,5 4.9 70,0 4,4 1,14
144 | 35,0 2,7 30,0 1,9 1,51 (80,0 51 75,0 4,7 0,72

Fonte: A autora.



Figura 29: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 6hpf na presenca resveratrol
(15uM) apbs o periodo de 144 horas.
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Fonte: A autora.

Figura 30: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 6hpf na presenca resveratrol
(30uM) apbs o periodo de 144 horas.
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Nos embrides de 24 hpf a mortalidade dos irradiados na presenca e
auséncia do resveratrol (15 ou 30 pM) também apresentou diferencas e,
novamente, quando estes resultados foram comparados estatisticamente essa
diferenca néo foi significante, como demonstram os valores de Z obtidos (Tabelas
30 e 31).

Tabela 30: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 24 hpf irradiados na presenga e auséncia
resveratrol (15uM) durante o periodo de 144 horas.

Horas 10 Gy 10+15 uM 7 20 Gy 20+15 uM 7
% Incerteza | % Incerteza % Incerteza | % Incerteza

24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 15 1,5 13 1,3 1,01 |30 3 29 2,9 0,24
96 18 1,8 19 1,9 0,38 |36 3,6 33 3,3 0,61
120 |23 2,3 21 2,1 0,64 |40 4 42 4,2 0,34
144 | 27 2,7 25 2,5 0,54 |45 4,5 46 4,6 0,16

Fonte: A autora.

Tabela 31: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 24 hpf irradiados na presenga e auséncia
resveratrol (30uM) durante o periodo de 144 horas.

Horas 10 Gy 10+30 pM Z 20 Gy 20+30 uM Z
% Incerteza| % Incerteza % Incerteza| % Incerteza

24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 15 1,5 17 1,7 0,88 | 30 3 30 3 0
96 |18 1,8 22 2,2 1,41 | 36 3,6 39 3,9 0,57
120 |23 2,3 22 2,2 0,31 | 40 4 43 4,3 0,51
144 |27 2,7 26 2,6 0,27 | 45 45 48 4.8 0,46

Fonte: A autora.



Figura 31: Letalidade de embriées de Danio rerio irradiados com 24hpf na presenca resveratrol
(15uM) apés o periodo de 144 horas.
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Figura 32: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 24hpf na presenca resveratrol
(30uM) apbs o periodo de 144 horas.
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Fonte: A autora.



Ja no ensaio com de 24 hpf sem o corion a mortalidade dos embrides
irradiados na presenca do resveratrol apresentou diferencas numéricas, e a
mortalidade nas doses de 10 Gy e 10Gy+30 uM foi significativa, onde o valor obtido
de Z foi 5,86 indicado que ha diferenca entre as médias e pode indicar protecdo do

resveratrol nesta condicéo (Tabelas 32 e 33).

Tabela 32: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 24 hpf sem cérion irradiados na presenca
e auséncia resveratrol (30uM) durante o periodo de 144 horas.

Horas 10Gy 10+30 uM 7 15 Gy 30+ uM 7
% Incerteza | % Incerteza % Incerteza % Incerteza
24 0 0 0 0 0,00 O 0,0 0 0,0 0,00
48 0 0 0 0 0,00 O 0,0 0 0,0 0,00
72 | 17,5 1 12,5 0,8 3,90 | 20 1,3 17,5 1,1 1,49
96 | 17,5 1 12,5 0,8 3,90 | 20 1,3 20 1,3 0,00
120 | 20 1 12,5 0,8 5,86 | 25 1,6 25 1,6 0,00
144 | 20 1 12,5 0,8 5,86 | 25 1,6 25 1,6 0,00

Fonte: A autora.

Tabela 33: Porcentagem de mortalidade dos embrides de 24 hpf sem cérion irradiados na presenca
e auséncia resveratrol (60uM) durante o periodo de 144 horas.

Horas 10 Gy 10+60 uM 5 15 Gy 15+60 pM 5
% Incerteza | % Incerteza % Incerteza % Incerteza
24 0 0 0 0,0 0,00 | O 0,0 0 0,0 0
48 0 0 0 0,0 0,00 | O 0,0 0 0,0 0
72 | 17,5 1 15 0,9 1,81 | 20 1,3 25 1,6 2,47
96 | 17,5 1 17,5 1,1 0,00 | 20 1,3 25 1,6 2,47
120 20 1 17,5 1,1 1,68 | 25 1,6 27,5 1,7 1,06
144 20 1 20 1,3 0,00 | 25 1,6 30 1,9 2,02

Fonte: A autora.



Figura 33: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 24hpf sem o cérion na
presenca do resveratrol (30uM) apds o periodo de 144 horas.
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Figura 34: Letalidade de embrides de Danio rerio irradiados com 24hpf sem o cérion na
presenca resveratrol (60uM) apds o periodo de 144 horas.
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As alterac6es morfoldgicas: curvatura da coluna vertebral, diminuicdo
do tamanho da cabeca e dos olhos, presenca de edema no pericardio e do saco
vitelinico foram observadas em todas as larvas vivas de todos os ensaios. As
alteracOes encontradas (Figura 36) as estdo de acordo com aquelas descritas por
Geiger (2006) e McAleer (2005) (Figura 35).

Figura 35: Alteracdes morfolégicas em larvas irradiadas.
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Figura 36: Larva do controle; (B) Larva na concentracdo de 60 uM de resveratrol; (C) Larva
irradiada com 10 Gy; (D) Larva irradiada com 10 Gy+30 puM de resveratrol;(E) Larva irradiada com
15 Gy; (F) Larva irradiada com 15Gy+30 pM de resveratrol; (G) Larva irradiada com 20 Gy e (H)
Larva irradiada com 20 Gy+30 uM de resveratrol.(Magnificéncia 20X).
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Fonte: A autora.

Os resultados com relacdo a mortalidade dos embrides no decorrer dos
dias de ensaio foram de maneira dose dependente mesmo na presenca do
resveratrol em embriGes com e sem o cArion. Somente no ensaio com com embrifes
sem corion irradiados com 24hpf apdés um periodo de 12 horas em exposi¢cdo ao
resveratrol € que se observa um indicio de radioprotecdo na dose de 10 Gy e 10
Gy+ 15uM.

Em estudo sobre efeitos da aminofostina em embrides de Danio rerio
irradiados de Geiger et al. (2006) descrevem que a radioprotecdo de substancias
depende do tipo de célula, tecido e do tipo de organismo, assim como a capacidade
dos diferentes tipos de células tolerar a radiagdo que pode ser afetada pela
amifostina ou outros radiomodificadores devido a diferencas na capacidade de
reparacao, nas vias intracelulares afetadas ou na capacidade de absorver agente
radiomodificante. Em um nivel de tecido ou o6rgdo, pode haver diferencas na
perfusédo, no pH ou hipoxia, sendo que somente um ou a juncéo de fatores pode
influenciar a eficacia da amifostina. Também pode haver uma dose limite de
radiacdo, além da qual a substancia radiomodificadora € amplamente ineficaz e é
possivel que os mecanismos de protecdo sejam diferentes em organismos de
diferentes fases de desenvolvimento.

De acordo com McAller et al. (2005) a irradiacdo de embrides de
paulistinha antes da midblastula (MBT), aproximadamente 4hpf, induz multiplos

defeitos morfolégicos, incluindo microcefalia, microoftalmia, micrognatia, distal



notocordal, anormalidades segmentares, pericardicas edema e inibicdo da
reabsorcéo do saco vitelino, que podem ser consideradas comuns, manifestacdes
inespecificas de mutagénese nos embrides. Neste caso sabe-se que as proteinas
necessarias para reparar os danos induzidos pela radiacdo ndo estdo presentes no
embrido e o desenvolvimento é guiado através de proteinas maternas preexistentes
presente no vitelo. Por outro lado, a transcricdo de maneira adequada pelo embrido
iniciada apOs este periodo parece ser necessaria para expressar 0os genes de
reparo necessarios para corrigir os danos causados por radiacdo no DNA. Sao
necessarios mais estudos para entender estes mecanismos.

De acordo com Geiger et al. (2006) os embrides recém fertilizados
parecem mais suscetiveis aos efeitos letais da radiacdo e o desenvolvimento e a
suscetibilidade parece diminuir apés a gastrulacéo, onde ocorre o desenvolvimento
dos 6rgéos e, geralmente, é descrita como ocorrendo em cerca de 5 a 7 hpf, o que
apoiaria a hip6tese de que eventos que ocorrem antes deste periodo s&o
particularmente mais radiossensiveis. No entanto, as causas da morte podem ser
multifatoriais.

Os estudos onde o resveratrol apresenta efeito protetor como o de
Moreno (2009) em células de tecido conectivo de camundongo expostas a radiacdo
gama e de Magalhaes (2012) que houve efeito protetor na concentracdo de 15uM
e efeito sensibilizador na concentracao de 60uM, em células de rabdomiossarcoma
humano (RD) os ensaios foram realizados in vitro. E o estudo do efeito radioprotetor
do resveratrol in vivo conduzido em camundongos realizado por Carsten et al.
(2008) onde o tratamento com resveratrol (100 mg / kg por dia) iniciado 2 dias antes
da irradiacdo e apo6s por um periodo de 30 dias foi capaz de reduzir a frequéncia
da média total de aberracdes cromossémicas por metafase pds-irradiacdo tanto no
grupo de irradiados com resveratrol quanto de organismos apenas irradiados com
uma dose de 3 Gy.

Em embrides de zebrafish os ensaios de seis dias as curvas de
sobrevivéncia sdo descritas de maneira breve e € possivel gue doses mais baixas de

radiacdo levem a diminuicdo da sobrevida e leve a alteracdes de



comportamento ou capacidade de resposta ao ambiente como impedir a
capacidade de se alimentar, o que pode ndo imediatamente resultar em morte, mas
sim em um letal fracasso em prosperar (Geiger et al., 2006).

A partir dos resultados obtidos é necessério aprofundar-se com relacéo
a acao do resveratrol em embrides de Danio rerio, 0s mecanismos de absorcao e
sensibilidade aos efeitos causados no DNA e como € a acdo através da exposicao
crénica. Outro ponto importante é avaliar as diferencas na absor¢éo de embrides e
larvas para entender se ndo houve protec¢ao nos estagios iniciais devido a forma de
absorcéo ja que no momento da irradiacdo o vitelo ainda era a principal fonte de
alimento.

As alteragBes morfolégicas como a curvatura da coluna vertebral, indicio
de diminuicdo no tamanho da cabeca e dos olhos, presenca de edema no pericardio
e saco vitelinico foram observadas em todas as larvas vivas de todos os ensaios.

Os resultados com relacdo a mortalidade dos embrides no decorrer dos
dias de ensaio mostram que a mortalidade ocorreu de maneira dose dependente
na presenca e auséncia do resveratrol em embrides com e sem o coérion. Somente
na auséncia do cérion em embrides irradiados com 24hpf apés um periodo de 12
horas em exposicdo ao resveratrol € que se observa um indicio de radioprotecao
na dose de 10 Gy e 10 Gy+ 15uM.

Geiger et al. (2006), demonstra que a radioprotecdo de substancias
depende do tipo de célula, tecido e do tipo de organismo, assim como a capacidade
dos diferentes tipos de células tolerar a radiacdo que pode ser afetada pela
amifostina ou outros radiomodificadores devido a diferencas na capacidade de
reparacao, nas vias intracelulares afetadas ou na capacidade de absorver agente
radiomodificante. Em um nivel de tecido ou 6rgdo, pode haver diferencas na
perfusdo, no pH ou hipoxia, sendo que somente um ou a jun¢éo de fatores pode
influenciar a eficacia da amifostina. Também pode haver uma dose limite de
radiacdo, além da qual a substancia radiomodificadora € amplamente ineficaz e
possivel que os mecanismos de protecdo sejam diferentes em organismos de
diferentes fases de desenvolvimento.

De acordo com McAller et al. (2005) a irradiagdo de embrides de
zebrafish antes da midblastula (MBT), aproximadamente4 hpf, induz mudaltiplos

defeitos morfoldgicos, incluindo microcefalia, microoftalmia, micrognatia, dist



notocordal e anormalidades segmentares, pericardicas edema e inibicdo da
reabsorcdo do saco vitelino. Neste caso sabe-se que as proteinas necessarias para
reparar os danos induzidos pela radiacdo n&do estdo presentes no embrido antes
MBT quando o desenvolvimento guiado através de proteinas maternas
preexistentes presente no vitelo. Por outro lado, a transcricdo de maneira adequada
pelo embrido é iniciada apds a MBT parece ser necessaria para expressar 0s genes
de reparo necessarios para corrigir os danos causados por radiacdo no DNA. Séo
necessarios mais estudos para entender estes mecanismos.

De acordo com Geiger et al. (2006) os embrides recém fertilizados
parecem mais suscetiveis aos efeitos da radiacdo e isso parece diminuir apds a
gastrulacéo, onde ocorre o desenvolvimento dos 6rgdos e, geralmente, é descrita
como ocorrendo em cerca de 5 a 7 hpf no embrido de zebrafish, o que apoiaria a
hipétese de que eventos ocorrendo na ou antes da gastrulacdo séo particularmente
mais radiossensiveis. No entanto, as causas da morte podem ser multifatoriais.

Em estudos onde o resveratrol apresenta efeito radioprotetor como o de
Moreno (2009), onde as células de tecido conectivo de camundongo expostas a
radiacdo gama apresentaram maior resisténcia quando irradiadas na presenca do
composto e Magalhdes (2012) demostrou efeito protetor na concentracdo de 15uM
e efeito sensibilizador na concentracdo de 60uM, em células de
Rabdomiossarcoma humano (RD) os ensaios foram realizados in vitro. Em
contrapartida, o estudo do efeito radioprotetor do resveratrol in vivo em
camundongos realizado por Carsten et al (2008) demonstrou que, o tratamento com
resveratrol (100 mg / kg por dia) iniciado 2 dias antes da irradiacéo e apds por um
periodo de 30 dias foi capaz de reduzir a frequéncia da média total de aberracdes
cromossémicas por metafase pos-irradiacdo tanto no grupo de irradiados com
resveratrol quanto de organismos apenas irradiados com uma dose de 3 Gy.

Em embrides de paulistinha os ensaios de seis dias as curvas de
sobrevivéncia sédo descritas de maneira breve e € possivel que doses mais baixas de

radiacdo levem a diminuicdo da sobrevida e leve a alteracdes de



comportamento ou capacidade de resposta ao ambiente, desta forma pode impedir
a capacidade de se alimentar, o que pode ndo imediatamente resultar em morte, mas
sim em um letal fracasso em prosperar. Alguns outros efeitos como no sistema
gastrointestinal como perturbagcbes na absorcdo capacidade ou motilidade
gastrointestinal podem requerer ensaios ou periodos de observacdo mais longos e
podem ser importantes para entender os mecanismos de absor¢cédo de substancias
(Geiger et al., 2006).

A partir dos resultados obtidos € necessario aprofundar-se com relacéo
a acao do resveratrol em embrides de Danio rerio, 0s mecanismos de absorcao e
sensibilidade aos efeitos causados no DNA e como é a acao através da exposicao
crbnica. Outro ponto importante é avaliar as diferencas na absor¢éo de embrides e
larvas para entender se ndo houve protecéo nos estagios iniciais devido a forma de
absorcao ja que no momento da irradiacdo o vitelo ainda era a principal fonte de

alimento.



6 CONCLUSOES

O indice de citoxicidade (ICso) do resveratrol foi de 70 uM e serviu como
base para a escolha das concentracdes a serem utilizadas no ensaio de toxicidade
in vivo.

A CLso do resveratrol nos embrides com corion (2 hpf) foi 154 pM e sem
0 cérion (12 hpf) foi 283 UM, estes resultados serviram como base no ensaio da

atividade radiomodificadora do resveratrol.

A DLso da radiagdo gama em embrides (4 hpf) foi 11,50 Gy e 12,18 Gy
em embriées com 6 hpf. Em embrides com 24 hpf, com cérion foi 24,8 Gy e 16,99
Gy em embribes sem o cérion, estes resultados também foram utilizados como

base para a escolha das doses no ensaio da atividade radiomodificadora.

No ensaio de atividade radiomodificadora do resveratrol os resultados
demonstraram que a mortalidade nos embrides de 4 e 6hpf irradiados na dose de
15Gy nas concentracdes de 15 e 30 uM do resveratrol foi menor quando comparado
ao grupo de organismos irradiados na auséncia de resveratrol. Houve também
reducdo da mortalidade dos embrides de 24hpf com o corion na presenca de
resveratrol 15 e 30 uM e irradiados na dose de 10Gy, entretanto em nenhum destes
casos a diferenca de mortalidade n&o foi estatisticamente significativa.

Houve diminuicAo da mortalidade dos embrides estatisticamente
significativa (Z>3) no ensaio de embrides sem o corion (24hpf) irradiados na dose
de 10 Gy e na concentracdo de resveratrol de 30 uM, o que € um indicio de

atividade radioprotetora do resveratrol.

Ja nos embrides de 24hpf sem o corion, irradiados na dose de 20Gy na
concentracdo de resveratrol de 60 pM, houve aumento da mortalidade dos
embrides, sugerindo comportamento radio sensibilizador, corroborando com dados

encontrados na literatura, apesar de estatisticamente n&o significativos.

Este trabalho proporcionou dados inéditos sobre o uso do resveratrol

como potencial radiomodificador em embrides de Danio rerio.
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Anexo -1

.
pen

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Certificamos que 0 projeto intitulado “AVALIAGAO
RADIOMODIFICADORA DO RESVERATROL EM EMBRIOES DE Danio rerio
IRRADIADOS E NAO IRRADIADOS COM RADIAGAO GAMA.” protocolo n°
167/16 sob a responsabilidade de JOSE ROBERTO ROGERO - que envolve a
produgdo, manutengéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 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 pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUAIPEN) do Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares (IPEN — CNEN/SP), em reunido de 03/02/2016 .

Vigéncia do Projeto Maio/2016 a Junho/2017
Espéciel/linhagem Peixe/ Danio rerio (embrides)
N° de animais 432
Peso/ldade Idade: 24h
Sexo Macho ou fémea
Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada —
Origem Instituto Butantan.

Sao Paulo, 05 de fevereiro de 2016.

Profa. Dra. Nanci do Nas¢imento
Coordenadora da CEUA-

~ IPEN-CNEN/SP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Av Prof Lineu Prestes, 2242 - Cidade Universitaria - CEP 05508-000 - S&o Paulo - SP
Telefone: (011) 3133-9696 - Fax (011) 3133-9709
E-mail: ceuaipen@ipen.br
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