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RESUMO

A cilindrospermopsina é uma cianotoxina que pode ser produzida por diferentes espécies de
cianobactérias, e, portanto, sua presenca nos corpos d agua é um problema de saide publica
em muitos paises. Em mamiferos sua agdo é sistémica, entretanto pouco se sabe sobre sua
acdo toxicologica em peixes. Por esse fato, o uso de um modelo experimental da fauna
tropical — Hoplias malabaricus - foi utilizado com este intuito no presente trabalho. A tese foi
organizada em trés capitulos sendo o primeiro e o segundo com a exposi¢do in vivo onde ap6s
exposicao a uma dose Unica de CYN (extrato aquoso e toxina purificada) foi avaliado seu
acumulo e danos no cérebro e no tecido muscular apds 14 dias. No cérebro e musculo foram
observadas alteragBes significativas na atividade da acetilcolinesterase além de danos
oxidativos (peroxidacdo de lipidios) no cérebro indicando que a CYN é capaz de transpor a
barreira hematoencefalica. No Capitulo Il, foram avaliados, através de diferentes
biomarcadores, além da concentracdo de CYN no figado, também os danos através de
biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo, danos em macromoléculas e aspectos
histopatolégicos. As injdrias histopatoldgicas foram corroboradas por alguns biomarcadores
bioquimicos e de danos em macromoléculas como o aumento na concentracdo de
hidroperoxidos e carbonilagdo de proteinas.. Os ensaios in vitro constituiram o terceiro
capitulo, onde uma reducgdo na viabilidade celular dos hepatdcitos expostos tanto ao extrato
quanto a toxina purificada foi observada. As respostas dos diferentes biomarcadores indicaram
uma alteracdo no equilibrio 6xido-redutor dos hepatdcitos, a qual foi mais pronunciada nas
células expostas ao extrato aquoso. Concluindo, este trabalho apresenta vérios aspectos
inéditos uma vez que existem poucos dados referentes a toxicologia da CYN em espécies de
peixes nativos brasileiros.

Palavras-chave: Cianotoxina. Peixe. Biomarcadores. Estresse oxidativo. Hepatdcitos.



ABSTRACT

Cylindrospermopsin is a cyanotoxin which can be produced by different species of
cyanobacteria. Therefore their presence in water bodies is a public health concern worldwide.
In mammals its action is systemic, but little is known about their toxicity in fish. Thus, the use
of an experimental model of native tropical fish - Hoplias malabaricus - was used for this
purpose in the present work. This thesis is organized into three chapters: the first and the
second with exposure in vivo where after exposure to a single dose of CYN (aqueous extract
and purified toxin) damage and its accumulation in the brain and muscle tissue after 14 days
were assessed. In the brain and muscle were no significant changes in the activity of
acetylcholinesterase. In addition, oxidative damage (lipid peroxidation) in the brain indicated
that CYN is capable to crossing the blood brain barrier. In Chapter 1I, CYN concentration,
biochemical biomarkers of oxidative stress, damage to macromolecules and histopathological
aspects were evaluated. Injuries were corroborated by histological and biochemical
biomarkers. Some damage to macromolecules, such as increase in the concentration of
hydroperoxides and protein carbonylation, were observed. In vitro assays constituted the third
chapter, in which a reduction in cellular viability of hepatocytes exposed to either extract and
purified toxin was observed. The responses of different biomarkers indicated a change in the
redox milieu of hepatocytes, which was more pronounced in cells exposed to the aqueous
extract. In conclusion, this work presents novel aspects since there are few data regarding the
toxicology of CYN in tropical fish species.

Keywords: Cyanotoxin. Fish. Biomarkers. Oxidative stress. Hepatocytes.
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INTRODUCAO GERAL

1. CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS:

Estima-se que as cianobactérias habitem o planeta Terra a aproximadamente 2.8
bilhdes de anos (SCHOPF e PACKER, 1987). Estes micro-organismos (procariontes
fotossintetizantes) possuem caracteristicas variadas em relacdo ao ambiente que habitam
(ambientes marinhos e dulcicolas, fontes termais, desertos polares e ambientes hipersalinos),
assim como em relagdo as suas formas celulares que podem ser coloniais, filamentosas ou
unicelulares (CHORUS e BARTRAM, 1999).

A proliferacdo excessiva das cianobactérias, fendmeno comumente conhecido como
floragdo ou “bloom™, pode ser ocasionada por diferentes agentes, entretanto os principais
estdo ligados a fatores antrdpicos diretos (lancamento de esgotos domésticos e industriais em
corpos d’agua aumentando o aporte de nutrientes, por exemplo) ou indiretos (mudangas
climéticas principalmente aquelas relacionadas ao aquecimento global) (VON SPERLING et
al., 2008; SINHA et al., 2012). Tais floragGes podem ser extremamente prejudiciais para estes
ecossistemas j& que muitas espécies de cianobactérias sdo potencialmente produtoras de
moléculas toxicas (cianotoxinas) que podem causar efeitos danosos em animais e humanos
(CARMICHAEL et al., 1998).

Existem diversos relatos de intoxicagdo humana relacionados a floragbes de
cianobactérias na Australia, Inglaterra, China, Africa do Sul (CHORUS e BARTRAM, 1999),
e no Brasil onde ja foi constatada uma correlacdo epidemioldgica entre a floracdo de
cianobactérias no Reservatorio de Itaparica, Bahia, e a morte de 88 pessoas entre 2000
intoxicadas no ano de 1988 (TEIXEIRA et al., 1993), além do caso de Caruarl

(CARMICHAEL et al., 2001), o qual seré descrito posteriormente.
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As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com seu 6rgdo-alvo em mamiferos.
As mais conhecidas sdo as microcistinas e nodularias, que sdo peptideos ciclicos
primariamente de acdo hepatotdxica (CARMICHAEL et al., 1998). As saxitoxinas que sdo
alcaldides de agdo neurotdxica (CHORUS e BARTRAM, 1999). As cilindrospermopsinas que
sdo alcaldides de acdo generalista, e por isso classificada como citotoxica (OHTANI et al.,
1992), o alvo de nosso estudo a sua atividade citotdxica.

Dentre as espécies potencialmente produtoras de cilindrospermopsina, destaca-se a
Cylindrospermopsis raciborskii (HAWKINS et al., 1985). Esta espécie ocorre principalmente
nas regides tropical, subtropical e temperada, sendo, portanto, considerada cosmopolita

(Figura 1).
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Figura 1 - Ocorréncia da C. raciborskii no planeta. Cada ponto e circulo representa um pais ou estado de

ocorréncia onde tém sido identificadas floracoes desta espécie. (Fonte SINHA et al., 2012).

2. CILINDROSPERMOPSINA (CYN):

A CYN (Figura 2) é uma cianotoxina que foi identificada como responsavel por um
dos casos mais graves de intoxicacdo causada por toxinas de cianobactérias. Este incidente
aconteceu em 1979 na ilha de Palm (Queensland — Norte da Australia), onde 148 pessoas
foram internadas com sintomas severos de hepatoenterite e faléncia renal, sem a ocorréncia de
6bito. A médica local, Dra. Susan Byth, sem saber a causa exata a que se atribuia o caso, 0
chamou de “doenca misteriosa de Palm Island” (The Palm Island mistery disease — BYTH,
1980).

17



Posteriormente, se identificou que o surto estava diretamente ligado ao fornecimento
de agua de um reservatorio (Reservatério de Solomon — Solomon Dam) que sofria com
intensas floragdes de cianobactérias, principalmente da espécie C. raciborskii (BOURKE et
al., 1983; HAWKINS et al., 1985). Estudos epidemioldgicos e toxicol6gicos mostraram que a
doenca estava estreitamente relacionada com esta espécie. Tal fato constituiu o primeiro caso
bem documentado de intoxicagdo humana causada por toxina produzida por uma
cianobactéria. A toxina foi caracterizada como cilindrospermopsina (OHTANI et al, 1992).

No Brasil, a CYN também j4 foi vinculada a casos de intoxicagdo humana. Em 1996,
na cidade de Caruaru-PE, mais de 130 pacientes de uma clinica de hemodialise tiveram
alteracOes clinicas (nauseas, vomitos e perturbacdes visuais) apos o seu tratamento rotineiro.
Apos alguns meses, foram registradas 73 mortes diretamente ligadas & 4gua contaminada por
cianotoxinas que fora utilizada no tratamento destes pacientes. Estudos minuciosos
verificaram que tanto a &gua quanto os filtros de carvao ativado, utilizados no processo de
purificacgdo da 4gua para o tratamento, estavam contaminados com microcistina e

cilindrospermopsina (CARMICHAEL et al., 2001).

Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de cilindrospermopsina (Fonte: FALCONER e HUMPAGE, 2006).

A CYN é um alcaléide guanidinico ciclico altamente hidrossoluvel capaz de causar
danos severos em diversos 6rgdos de mamiferos como figado, rins, pulmdo, coragéo,
estbmago, sistema vascular, glandulas adrenais e sistema linfatico. Hawkins et al. (1985)
descreveram necrose centrolobular e acimulo de lipidios nos hepatécitos (esteatose), além de
necrose no epitélio tubular proximal renal. Em mamiferos (camundongos) expostos oralmente
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a culturas de células de C. raciborskii produtora de CYN os efeitos no estdmago foram desde
Ulceras no epitélio estomacal & presenca de sangue nos tecidos intestinais e estomacais
(SEAWRIGHT et al., 1999). No timo e baco observou-se necrose linfocitaria, atrofia do timo
e retracdo do baco. Danos vasculares também foram observados no musculo cardiaco, orbita
ocular e cauda de camundongos (FALCONER e HUMPAGE, 2006).

Ainda ndo ha dados consistentes que determinem a DLsy (dose letal para 50% da
populagdo exposta) da CYN. No entanto, esta toxicidade foi inicialmente estimada em de 64 £
5 mg de cultura liofilizada C. raciborskii/lkg de peso corpéreo, através de injecdo
intraperitoneal (i.p.) em camundongos, ap6s 24 horas (HAWKINS et al., 1985). Estudos
posteriores (i.p.) encontraram o valor de 52 mg de extrato aquoso C. raciborskii/kg em 24
horas e 32 mg de extrato aquoso C. raciborskii/lkg em 7 dias (HAWKINS et al., 1997).
Apesar da importancia dos estudos citados, o caminho mais provével para intoxicacdo pela
CYN ¢é a via oral. Por isso, foram realizados experimentos com camundongos que indicaram a
DLsp oral para CYN de 4,4-6,9 mg CYN/kg (SEAWRIGHT et al., 1999). Todos os dados
apresentados indicam que esta toxina é de acdo mais lenta e progressiva.

Apesar de diversos estudos mostrarem o potencial toxico da CYN, ainda sdo escassos
o0s dados sobre 0 seu mecanismo de agdo. Primariamente, sabe-se que é uma potente inibidora
de sintese protéica (TERAO et al., 1994; FROSCIO et al., 2001, RUNNEGAR et al., 2002); e
que provavelmente esta inibicdo ocorra no nivel ribossomal, através do bloqueio do processo
de alongamento da cadeia polipeptidica (FROSCIO et al., 2003). Outro aspecto toxicoldgico a
ser considerado é a ativacdo metabdlica da CYN em células expostas & inibidores do
complexo CYP450 (HUMPAGE et al., 2005), além do aumento na transcri¢do de alguns
genes relacionados a este complexo (ZEGURA et al., 2011), sugerindo que estas enzimas tém

papel crucial na toxicidade da CYN, entretanto este aspecto ainda est4 pouco elucidado.
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Sabe-se que a CYN e capaz de causar a reducédo da sintese e dos niveis de glutationa
(RUNNEGAR et al., 1994, 1995) em um mecanismo ainda desconhecido. Alguns mecanismos
de genotoxicidade da molécula ja foram descritos tais como, por exemplo, a fragmentagéo do
DNA e perda de cromossomos inteiros (HUMPAGE et al., 2000, 2005). Adicionalmente,
alteracbes na expressdo de genes reguladores de danos ao DNA (MDM2, GADD45a) e de
genes relacionados a apoptose (BCL-2 e BAX) também ja foram descritos (ZEGURA et al.,
2011; STRASER et al., 2012).

Gécsi et al. (2009) observaram que esta toxina causa apoptose em células da linhagem
CHO-K1 (provenientes de ovérios de hamster) mesmo em baixas concentracBes e curto
periodo de exposi¢do (1-2 uM por 12 horas), ja em altas concentracdes e maior periodo de
exposicao, esta causa necrose nas células. Adicionalmente, este estudo também mostrou que a
CYN promove alteracdes nucleares e no citoesqueleto dessa linhagem celular, corroborando
0s registros de genotoxicidade desta toxina. Young et al., (2008) evidenciaram que a CYN
inibe a producéo de progesterona e, portanto, mostra um potencial na desregulacéo enddcrina
de mamiferos ja que altera significativamente a relacdo progesterona:estrogénio.

Terao et al., (1994) pela primeira vez sugeriram que a toxicidade da CYN poderia ser
também mediada pela geracdo de radicais livres. Atualmente, sabe-se que a CYN é capaz de
causar estresse oxidativo em diferentes classes de organismos como: plantas (PRIETO et al.,
2011), cultura priméria de hepatocitos de peixes (LIEBEL et al., 2011), linhagens celulares de
peixes (GUTIERREZ-PRAENA et al., 2011a), peixes (PUERTO et al., 2011a; GUTIERREZ-

PRAENA et al.,, 2011b), bivalves (PUERTO et al., 2011b); linhagens de linfocitos

(ZEGURA et al., 2011) e adenocarcinoma de célon humanos (GUTIERREZ-PRAENA et

al., 2012a). No entanto, exceto pelo trabalho de Liebel et al. (2011) pouco se sabe a respeito

da CYN como causadora desse tipo de injuria em peixes da fauna tropical, sendo de
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fundamental importancia uma vez que estes animais compartilham do mesmo habitat das

cianobactérias.

3. BIOMARCADORES:

Um biomarcador € uma alteracdo em uma resposta fisioldgica, morfoldgica ou
genética mensuravel num organismo como conseqiiéncia da exposi¢do a um agente exdgeno
estressor, ou ainda, qualquer medida refletindo uma interagdo entre um sistema biol6gico e um
potencial risco, medida esta que pode ser fisica, quimica ou biolégica (WHO, 1993). Desta
forma os biomarcadores podem ser considerados alteracdes bioldgicas ou bioquimicas apds a
exposicdo a um determinado estressor. Dentre as classificagdes dos biomarcadores, temos: 0s
biomarcadores de efeito; biomarcadores de susceptibilidade; e os biomarcadores de exposig&o.
Para ser considerado um bom biomarcador, a resposta quimico-bioldgica deve ser sensivel ao
poluente ao qual o organismo esta exposto bem como devera fornecer as respostas bioldgicas
imediatas desta exposicdo, revelando possiveis relaces causa/efeito ou dose/efeito, e que
podem ser extrapoladas para niveis superiores de organizacdo bioldgica (populagdo ou
comunidade) (VAN DER OOST et al, 2003). Por esse fato, a escolha de mdultiplos
biomarcadores podera fornecer informagdes mais completas em relacdo a exposi¢do de um
organismo a um determinado poluente.

E vélido destacar que a resposta de alguns biomarcadores referentes a uma
determinada espécie ndo é necessariamente valida para outras espécies. Além disso, os dados
obtidos em estudos ecotoxicoldgicos laboratoriais podem ser de dificil extrapolagdo as
avaliagbes no campo (ECETOC, 1993), uma vez que seus efeitos podem ser super ou

subestimados.
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3.1. Biomarcadores do estresse oxidativo:

A fim de avaliar o impacto dos poluentes em determinado ambiente aquético, uma
proposta de abordagem ¢ analisar algumas respostas bioquimicas, uma vez que estas podem
refletir o potencial risco de exposicdo de algumas classes de contaminantes em organismos
expostos (MCCARTHY e SHUGART, 1990). Mais recentemente, estudos tém demonstrado
um crescente interesse no uso de biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo como
forma de monitoramento da biota aquética, uma vez que um desequilibrio no ambiente redox
celular pode ser a explicagdo para vérios efeitos toxicos (WINSTON e DI GIULIO, 1991). E,
além disso, a alteracdo no nivel ou atividade desses biomarcadores esta intimamente ligada a
acdo de diferentes classes de poluentes nos organismos expostos (ZANETTE et al. 2006;
2008).

A toxicidade mediada pelo oxigénio pode ser definida como os efeitos prejudiciais
causados por espécies reativas de oxigénio (ERO), também conhecidas como intermediérios
reativos de oxigénio, radicais livres ou oxiradicais. Particularmente, os produtos de reducdo do
oxigénio molecular sdo os de maior interesse jA que podem reagir com macromoléculas
celulares, podendo levar ao aumento ou inibicdo de atividades enziméticas, peroxidacdo
lipidica (LPO), danos ao DNA e proteinas, e até mesmo a morte celular (WINSTON e DI
GIULIO, 1991). O funcionamento dos mecanismos antioxidantes celulares, que defendem a
célula contra a acdo das ERO, sdo criticamente importantes na remogao destes radicais.
Portanto, a atividade das enzimas ligadas diretamente a estes processos de defesa antioxidante
podem ser utilizados como importantes biomarcadores de exposicdo & determinados

poluentes.
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4. CARACTERIZAGCAO DO MODELO EXPERIMENTAL Hoplias malabaricus:

Varios trabalhos utilizam peixes como modelos experimentais para avaliar efeitos
toxicos de diversos contaminantes como, por exemplo, os organofosforados, carbamatos e
metais pesados (SILVA FILHO et al., 2000). Hoplias malabaricus (BOCH 1794 - familia
Erythrinidae) — nome comum: traira (figura 3) - € uma espécie de peixe neotropical dulcicola,
carnivora e predadora com ampla distribuicdo geografica, a qual abrange todas as bacias
hidrograficas da América do Sul, sendo um dos principais predadores em reservatorios e
riachos (FOWLER, 1950; ARAUJO-LIMA et al., 1985). Possui habito noturno, e pode
modular seu tipo de reproducio conforme o ambiente (ARAUJO-LIMA e BITTENCOURT,
2002). O género Hoplias possui grande capacidade de adaptacdo a diferentes condigdes
ambientais, sendo utilizado como fonte alimentar por aves piscivoras e também por

mamiferos, incluindo o homem.

Figura 3 - Espécimes de Hoplias malabaricus (adultos). Crédito da foto: Prof. Dr. Francisco Filipak Neto e Dra.

Sonia Grotzner (Departamento de Biologia Celular, Setor de Ciéncias Bioldgicas, UFPR).
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Segundo Hensley e Moody (1975), esta espécie € de ampla distribuigdo e abundancia,
por isso pode ser considerada como sendo ecologicamente bem sucedida. A traira tem uma
resisténcia fisica privilegiada, capaz de resistir a intensas variages climéticas. Esta espécie
pode sobreviver em ambientes pouco oxigenados o que explica sua grande capacidade de
disperséo e ajuste (SUNDIN et al., 1999), além de apresentar grande resisténcia aos periodos
de privagdo de alimento (RIOS et al., 2002).

Ha poucos estudos toxicoldgicos, tanto in vivo quanto in vitro, utilizando esta espécie
como modelo experimental, principalmente com relacdo & exposicdo a xenobidticos. A
maioria do estudos disponiveis se concentram no Laboratério de Toxicologia Celular da
UFPR (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2006; ALVES COSTA et al., 2007; RABITTO et al.,
2006; MELA et al., 2007; MELA et al., 2010; MIRANDA et al., 2008). Quanto aos estudos
com cianotoxinas, estes sdo ainda incipientes com esta espécie (SILVA et al., 2011), e
portanto os estudos desenvolvidos neste trabalho podem contribuir para conhecer o papel
destas toxinas no metabolismo de peixes nativos brasileiros.

Tendo em vista as pesquisas relatadas acima, conclui-se que os dados toxicol6gicos em
relacdo a CYN sdo em maior nimero para mamiferos do que em peixes, apesar dos peixes
estarem mais expostos a estes metabdlitos do que os mamiferos. Por esse motivo sdo muito
importantes os estudos que visem o entendimento dos efeitos da CYN em organismos
aquaticos. Portanto, esta tese tem como objetivo principal avaliar os efeitos da exposi¢do a
cianotoxina cilindrospermopsina em relacéo ao seu acimulo em tecidos alvos da espécie H.
malabaricus. A analise destes efeitos através de biomarcadores neurotéxicos, danos
oxidativos, citotoxicidade e genotoxicidade em espécimes de traira utilizando estudos in vivo e
in vitro contribuirdo para o aumento das informacdes sobre o risco de exposi¢do das

cianotoxinas para a biota aquatica.
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Face as informacOes apresentadas, a avaliacdo do potencial neurotoxico da CYN foi
verificada em ensaios in vivo (Capitulo 1). Seguindo o0 mesmo desenho e modelo experimental
foi avaliado o efeito hepatotdxico através de diferentes biomarcadores (histopatoldgicos e
bioquimicos) nos animais expostos a CYN (capitulo I1). Por fim, a partir do cultivo primério
de hepatécitos desta espécie de peixe foi avaliada a citotoxicidade da CYN através de

biomarcadores de danos oxidativos e genotdxicos (capitulo 111).
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CAPITULO |

EFEITOS NEUROTOXICOS EM Hoplias malabaricus (TRAIRA)
EXPOSTOS A CILINDROSPERMOPSINA.

RESUMO

Cilindrospermopsina (CYN - cianotoxina) é um alcaldide citotdxico inibidor de sintese de
proteinas e glutationa e que causa injurias em diferentes 6rgdos de mamiferos. Para os peixes,
no entanto, dados em relacdo aos diferentes efeitos da CYN ainda sdo escassos. A literatura
especifica mostra que o figado se configura como o 6rgdo alvo mais importante para a acdo da
CYN, no entanto, ndo existem dados disponiveis a respeito da sua neurotoxicidade. Os
objetivos deste estudo foram quantificar a CYN no cérebro e no musculo do peixe neotropical
Hoplias malabaricus apds exposicdo experimental e investigar o potencial neurotdxico do
extrato celular aquoso contendo CYN (CYNex) e CYN purificada (CYNp) proveniente de um
cepa de Cylindrospermopsis raciborskii. Os peixes foram expostos intraperitonealmente a
uma dose Unica de CYN (50 pug CYN kg™). A presenca da CYN foi analisada? e 14 dias p6s-
exposicao no cérebro e nos musculos; e os efeitos neurotoxicos (atividade da AChE) e
oxidativos (atividade de glutationa S-transferase - GST, niveis de glutationa - GSH e
peroxidacdo lipidica - LPO) somente no cérebro. De acordo com os resultados obtidos
individuos expostos a CYNex apresentaram maior concentracdo de CYN do que 0s animais
expostos a CYNp para ambos os tecidos estudados. Apenas a exposi¢cdo CYNp causou uma
diminuicédo da atividade da AChE, mas ambos CYNp e CYNex levaram ao aumento da GST e
LPO no cérebro. Os niveis de GSH ndo foram afetados. Estes resultados mostraram que CYN
pode atravessara barreira hematoencefalica e tem potencial neurotdxico, prejudicando a
comunicagdo sinéptica neuronal (através da inibicdo da atividade da AChE), bem como
alterando o ambiente redox cerebral.

Palavras-chave: cilindrospermopsina, neurotoxicidade, danos oxidativos, Hoplias
malabaricus, cianobactérias.
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1. INTRODUCAO

Uma das consequéncias das atividades humanas aos ambientes naturais é a maior
entrada de nutrientes nos ecossistemas aquaticos, favorecendo um grande aumento da
populacdo de alguns micro-organismos, principalmente cianobactérias. Notavelmente, as
cianobactérias tém se tornado um grande problema de saide publica, porque muitas espécies
podem produzir cianotoxinas (KAEBERNICK e NEILAN, 2001). A presenca de cianotoxinas
tais como a cilindrospermopsina (citotdxica) tém sido relatadas em diferentes ecossistemas
aquaticos do planeta, incluindo aqueles utilizados para abastecimento publico de &gua
(FALCONER e HUMPAGE, 2006).

Sabe-se que algumas cianotoxinas tém efeitos neurotdxicos importantes em diferentes
organismos e, portanto, sdo um grave problema para a biota aquética. Mais especificamente, a
anatoxina-a, que também é um alcaldide assim como a CYN, é um potente bloqueador
neuromuscular pds-sinaptico de receptores nicotinicos e colinérgicos, que sdo comuns tanto
para mamiferos quanto para peixes. Esta acdo se da através da ligacdo (irreversivel) aos
receptores de acetilcolina, pois esta passa a ndo ser degradada pela acetilcolinesterase. A DLsg
intraperitoneal (i.p.) em camundongos, para a toxina purificada, & de 200 mg/Kg de peso
corpéreo, com um tempo de sobrevivéncia de 1 a 20 minutos (CARMICHAEL, 1992; 1994).

Em relagdo aos efeitos agudos da anatoxina-a em vertebrados, ja foi retratada paralisia
répida dos musculos esqueléticos periféricos e respiratorio, causando sintomas como perda de
coordenagdo, contragdo muscular, respiracdo irregular, tremores, alteragdo da marcha e
convulsdes antes da morte por parada respiratdria (ROGERS et al, 2005). Em peixes ja foram
observadas alteragdes no movimento opercular (super-estimulo) e natacdo anormal dos
individuos expostos (OSSWALD et al., 2007), alteracéo da frequencia cardiaca (OBEREMM

et al., 1999) e morte (CARMICHAEL et al., 1975).
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Particularmente, em relagdo a cilindrospermopsina, sabe-se que ela é um potente
inibidor da sintese de proteinas em células eucaridticas (TERAO et al, 1994, FROSCIO et al,
2008). Pode causar necrose no figado (SEAWRIGHT et al, 1999, HUMPAGE e FALCONER,
2003) e nos tubulos renais proximais (HAWKINS et al. 1985, BERNARD et al. 2003) de
mamiferos. Além disso, outros tecidos também ja foram descritos como 6rgdo alvo para a
CYN como, por exemplo, o pulm@o, o timo e o coragdo (HARADA et al. 1994, FALCONER
et al. 1999). Efeitos como mutagenicidade (HUMPAGE et al. 2000, SHEN et al. 2002) e
genotoxicidade, através da inibicdo da condensacdo da cromatina, alteragBes nucleares, e
morte celular séo atribuidos & exposicdo a esta toxina (GACSI et al., 2009); e a desregulagio
enddcrina tém sido relatados para linhagens de células de mamiferos expostas & CYN
(YOUNG et al., 2008).

Humpage e Falconer (2003) determinaram a dose oral de 30 pg CYN kg™dia™ como
nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL) em camundongos. A partir destes valores foi
estabelecida a dose de 0,03 mg kg'dia’ como uma ingestdo diéria tolerada (IDT) para
humanos e de 1,0 pgl™ como a concentracdo maxima aceitdvel na &gua para consumo
humano, valor que é recomendado pela Gltima Portaria do Ministério da Sadde Brasileiro
(2.914/2011) (BRASIL, 2012).

Embora muitos estudos tenham demonstrado que CYN é toxica para as celulas de
vertebrados, dados sobre a sua neurotoxicidade sdo extremamente escassos (KISS et al.,
2002), particularmente para 0s peixes.

A dosagem da atividade da acetilcolinesterase (AChE) tem sido empregada como
biomarcador de efeito na verificacdo dos efeitos priméarios de alguns poluentes em peixes
(STIEN et al., 1998; SANCHO et al., 2000; LIONETTO et al., 2003). Quando a atividade de

AChE ¢ inibida de alguma forma, hd bloqueio na transmissdo de impulsos nervosos,
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paralisando as funcBes vitais devido & sobreposicdo desses impulsos, causados pela
permanéncia de abertura dos canais de sodio (STENESH, 1998).

Assim sendo, 0 uso da AChE nos tecidos muscular e nervoso de peixes pode ser
utilizada para avaliar os efeitos neurotdxicos da cilindrospermopsina nos organismos
expostos, j& que esta enzima tem ampla disponibilidade e grande concentragdo nestes tecidos

(STURM, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a presenca e o potencial neurotoxico da CYN (extrato aquoso — CYNex e toxina
purificada - CYNp) em Hoplias malabaricus através de diferentes biomarcadores, apos 7 e 14

dias de exposicao.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a concentracdode CYN no cérebro e tecido muscular através de técnicas de
imunoensaio enzimatico do tipo ELISA.

Avaliar a atividade da AChE no cérebro e no tecido muscular dos animais.

Avaliar alguns marcadores de desequilibrio oxidativo, a saber: atividade da GST, contetdo de
GSH e LPO no cérebro dos animais.

Verificar a possivel diferenca dos efeitos do extrato aquoso (CYNex) e toxina purificada

(CYNp) experimentalmente em H. malabaricus.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. Cultivo da cepa de Cylindrospermopsis raciborskii:

A cepa CYP011K da espécie Cylindrospermopsis raciborskii, gentilmente cedida pelo
Dr. Andrew Humpage do Australian Water Quality Center — Austrdlia, foi cultivada em meio
de cultura ASM-1 (GORHAM et al., 1964), na seguintes condi¢des: pH 8,0; 23 + 2 ° C; 50
uE. m? st de intensidade de luz medida a partir do sensor quéntico (QSL-100 Box, -

Biospherical instrumets Inc.), fotoperiodo de 12 horas e aeragdo continua.

3.2. Purificagdo, extracdo e analise da CYN:

Para obtencdo do extrato e quantificacdo da CYN, a cepa CYPO11K foi cultivada em
grandes volumes (mariotes de 9 litros). Apos alcangar o final da fase exponencial de
crescimento, o cultivo foi interrompido e o volume total da cultura foi centrifugado (6.000
rpm/ 10 min.). O material precipitado foi liofilizado e submetido & extragdo com agua ultra-
pura de acordo com Welker et al. (2002). Para tanto, esse material foi agitado durante 1 h,
centrifugado (11.000 rpm / 20 min.) e o sobrenadante foi filtrado em filtros de celulose
regenerada com 0,45 pm de porosidade (Sartorius).

O extrato obtido foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
fotodetector de diiodo (CLAE-DAD - Shimadzu) usando uma coluna analitica de fase reversa
Lichrospher 100 RP-18 (5 mm, Merck ®). As condi¢des cromatograficas foram estabelecidas
sob condi¢Bes mistas (isocratica e gradiente) de acordo com Welker et al. (2002). O volume
injetado (loop) foi de 100 uL com um fluxo de 1 mL min™. A deteccdo da CYN por UV foi

realizada a 262 nm.
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No processo de purificagdo da toxina, utilizou-se uma coluna semi-preparativa (MERK
LiChroCART ® 250 x 10 10 pm), seguindo as mesmas condi¢cBes cromatograficas
explicitadas anteriormente. A cada injecdo, CYN foi coletada apds a deteccdo do sinal
cromatografico no espectro de absorcéo e tempo de reten¢éo caracteristico, comprovado por
comparagdo com padrdo comercial certificado (NRC CYN-Certified Reference material) e
alta similaridade (r* = 0,99). O material foi congelado, liofilizado e reanalisado pelo método j&
descrito. Posteriormente, realizou-se confirmagdo e quantificacdo deste material por
espectrometria de massa (3200 QTRAP LC/MS/MS - Applied Biosystems) de acordo com

Eaglesham et al. (1999).

3.3. Exposi¢do dos animais & CYN:

Exemplares adultos de H. malabaricus (aproximadamente 300 & 400 g) foram obtidos
a partir de uma fazenda comercial de peixes (Cidade de Paulo Lopes, Estado de Santa
Catarina, Brasil; http://www.pisciculturapanama.com.br). Os peixes foram mantidos em
tanques-rede (3 grupos de 20 animais por tanque com 2,0 m°de volume de 4gua em cada
tanque). No momento do experimento, os peixes foram anestesiados (200 mg/L de benzocaina
em agua). Uma Gnica dose de CYN foi injetada intraperitonealmente (i.p.) (50 pg CYN kg™
peso corpdreo) nas duas formas: purificada (CYNp) ou o extrato celular (CYNex), sendo 20
animais no total para cada tratamento. Os animais-controle (n = 20) foram injetados com &gua.
Nos 7- e 14° dias ap6s a exposicdo, 10 peixes de cada grupo (controle, CYNex e CYNp) foram
anestesiados e sacrificados, através de seccdo espinhal, para coleta de amostra do tecido

muscular esquelético e do cérebro.
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3.4. Extracéo e andlise da CYN nos tecidos:

As amostras de musculo (0,4 g) e cérebro (0,2 g) foram homogeneizadas em tampéo
fosfato de sodio - PBS (0,1 M, pH 7,5 para o musculo e pH 8,0 para o cérebro) e centrifugadas
(15.000 rpm / 4 °C / 10 min). Os sobrenadantes foram congelados e armazenados a -76°C.
Posteriormente, aliquotas foram obtidas para a realizacdo das analises da AChE no musculo e
no cérebro e atividade da GST, niveis de GSH e LPO no cérebro.

Para a andlise CYN, os extratos de cérebro e mdsculo (sobrenadantes) foram filtrados
(0,45 pum - filtros celulose regenerada - Sartorius), armazenados a -20 °C e, posteriormente,
analisados pelo método de imunoensaio do tipo ELISA (policlonal) utilizando kits para
cilindrospermopsina (Beacon Analytical Systems Inc., Portaland- ME, EUA). A média dos
valores de absorbancia dos animais ndo-expostos foi considerada como “background” (falso-
positivo) para a quantificacdo CYN, isto €, estes valores foram subtraidos dos valores obtidos

dos animais expostos. O limite de deteccéo deste método é de 0,1 ng mL™.

3.5. Biomarcadores bioquimicos:
O procedimento de célculo das atividades dos biomarcadores avaliados esta no anexo |

desta tese.

3.5.1. Avaliacdo da atividade da Acetilcolinesterase (AChE):

A andlise da atividade da AChE foi realizada de acordo com Oliveira Ribeiro e Silva
de Assis (2005). Para o ensaio, 50 pL de extrato tecidual (tampdo fosfato para o branco) foram
adicionados a uma microplaca de 96 pocos, seguido por 200 pL de DTNB 0,75 mM (&cido 5-

5'-ditiobis (2-nitrobenzdico (preparado em tampé&o de fosfato). Em seguida, foram adicionados
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50 pL de iodeto de acetiltiocolina (9,0 mM em tampdo fosfato) e a absorbéncia foi medida a
405 nm em espectrofotometro (seis ciclos de 30 segundos de intervalo). O coeficiente de

extincdo molar de 13,6 mM cm™ foi utilizado para calcular a atividade da enzima.

3.5.2. Avaliagdo da atividade global das isoformas da GST:

Seguindo-se 0 método descrito por Keen et al. (1976) um volume de 50 pL do extrato
tecidual (tampdo fosfato para o branco) foi adicionado a microplacas de 96 pogos, seguido
imediatamente por 100 pL de meio de reagdo (GSH 1,5 mM e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) 2,0 mM em tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,5). O aumento da absorbéancia
foi imediatamente medido a 340 nm em espectrofotdmetro e o coeficiente de extingdo molar

de 9,6 mM™ cm™ para o CDNB foi utilizado para calcular a atividade da enzima.

3.5.3. Avaliacdo dos contetdos de GSH:

Os niveis de GSH foram medidos ap6s a precipitacdo da proteina da aliquota do
homogenato tecidual com &cido tricloroacético 10% e centrifugagéo (10.000 g / 15 min. / 4
°C). No ensaio, foram adicionados 50 pL do extrato tecidual e 230 puL de tampdo Tris-base
(0,4 M, pH 8,9) a uma nova microplaca. Como branco, foi utilizado 230 puL do tampao Tris-
base 0,4 M mais 50 pL de TCA 10% em PBS. Por ultimo, 20 uL de DTNB (&cido 5,5’-ditio-
bis-2-nitrobenzoico) 2,5 mM (em metanol 25%, tampdo Tris-base 300 mM, pH 8,9) foi
rapidamente acrescentado e procederam-se imediatamente as medidas de absorbancia (415
nmem espectrofotdmetro) (SEDLAK e LINDSAY, 1968) A determinacdo do contetdo de
GSH foi realizada através de comparacdo com curva-padréo de GSH (0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 e 32

nM GSH).
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3.5.4. Avaliacdo da peroxidacéo de lipidios (LPO):

A LPO foi medida pelo método FOX (Ferrous Oxidation in Xylenol-orange) segundo
meétodo descrito por Jiang et al. (1991; 1992) um volume de 800 pL de solucdo de reacdo
(laranja de xilenol 0,1 mM, H,SO4 25 mM, hidroxitolueno butilado 4,0 mM e FeSO4.NH, 0,25
mM - sulfato de ferroso amoniacal em metanol 100%) foi adicionado a tubos contendo 100
pL do extrato tecidual ou tampéo fosfato (para o branco). A solucdo foi misturada e incubada
durante 20 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, estes tubos foram centrifugados
(10.000 x g/ 5 min/ 4 °C), e 250 pL deste sobrenadante foram colocados em uma microplaca
de 96 pocos e a absorbancia medida a 550 nm em espectrofotometro. Para determinar a
concentragdo hidroperoxidos lipidicos (metabdlitos resultantes da peroxidacéo lipidica), o
coeficiente de extin¢cdo molar aparente utilizado para H.O- e para hidroperéxidos de cumeno

foi de 4,3 x 10 M™* cm™ através de calculo estabelecido pelo mesmo autor.

3.5.5. Quantificacdo de proteinas totais:

As proteinas totais foram quantificadas de acordo com Bradford (1976). Para o ensaio,
10 pL do sobrenadante ou tampdo fosfato (para o branco) e 250 pL de reagente de Bradford
(azul brilhante de Coomassie BG-250) foram adicionados a uma microplaca de 96 pogos e a
absorbéncia foi medida a 595 nm. O teor de proteina foi calculado através de comparagdo com

uma curva padrdo de albumina de soro bovino.
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3.6. Analises estatisticas:

Os resultados sdo apresentados como média + desvio-padrdo de determinagBes de
grupo com 10 repeticdes. Anélise de variancia (ANOVA) seguida pela anélise post hoc por
meio do teste de Tukey (p < 0,05) foram realizados para andlise bioquimica. Valores de p <
0,05 foram considerados significativos. As correlagbes entre a atividade de AChE e a
concentragdo de CYN no musculo e no cérebro foram analisados pelo teste de correlagéo de

Pearson.
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4. RESULTADOS

Todos os resultados da concentragdo de CYN (média + desvio-padrédo) estdo expressos
em g CYN/kg de érgao/tecido. O dados brutos em relacdoas analises estdo no anexo 2 desta

tese.

4.1 Deteccdo e quantificagcdo de CYN no cérebro:

Observou-se uma concentragdo no cérebro de 0,259 + 0,095 e 0,253 + 0,157, apds 7 e
14 dias de exposicdo, respectivamente, ap6s a exposicdo & CYNex. Ndo houve diferenca
significativa nos niveis de CYN cerebrais entre estes dois periodos observados. Quando
expostos a toxina purificada (CYNp) os valores foram bastante diferentes, mostrando uma
menor concentragdo no cérebro de 0,168 + 0,099 e 0,109 + 0,070, depois de 7 e 14 dias,
respectivamente. Da mesma forma, ndo foi encontrada diferenga significativa entre os dois

periodos observados.
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Figura 4 - ConcentragGes de cilindrospermopsina no cérebro de H. malabaricus expostos a uma dose Unica de
CYN (50 pg CYN kg™ peso corpdreo) em extrato aquoso (CYNex) e CYN purificada (CYNp) ap6s 7 e 14 dias.
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Barras indicam os desvios-padrdo.Valores de concentracdo de CYN obtidos apds subtracdo dos valores nos

animais controle (falso-positivos).

4.2. Deteccdo e quantificacdo de CYN no musculo:

Foi detectada a presenca da toxina no tecido muscular apés 7 (0,772 + 0,433) e 14
(0,204 + 0,112) dias de exposicao a CYNex. Peixes expostos a CYNp também apresentaram a
presenca de CYN em 7 (0,429 £ 0,249) e 14 (0,209 + 0,196) dias apds a exposi¢do. Os niveis
de CYN foram significativamente superiores em peixes expostos a CYNex apo6s 7 dias

comparativamente com 14 dias pds-exposicéo (p < 0,001 - figura 5).
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Figura 5 - Concentracdes de cilindrospermopsina no musculo de H. malabaricus expostos a uma dose Unica de
CYN (50 ug CYN. kg peso corpdreo) em extrato agquoso (CYNex) e CYN purificada (CYNp) apés 7 e 14 dias.
Barras indicam os desvios-padrdo. Asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa entre os dias do
mesmo tratamento, onde *** indica que p < 0,001.Valores de concentragdo de CYN obtidos apds subtragdo dos

valores nos animais controle (falso-positivos).

Comparativamente, de uma maneira geral, e embora nd&o hajam diferencas
significativas,as concentraces de CYN sdo maiores quando 0S peixes estdo expostos a
CYNex do que CYNp para ambos os tecidos estudados (figuras 4 e 5). E notavel que,mesmo
depois de 14 dias de exposicéo, sdo encontradas concentracfes de CYN no cérebro no grupo

CYNex.
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4.3. Andlises bioquimicas:

A atividade da AChE aumentou no cérebro dos peixes expostos a CYNex no 7 ° dia
pbs-exposicdo (44%, p <0,01), mas retornou ao nivel do controle ap6s 14 dias. Inversamente,
a exposicdo a CYNp levou a uma diminuicdo significativa (24%, p <0,01) de atividade da
AChE ap0s 14 dias de exposi¢do, em comparacdo com o controle e com o grupo CYNex

(figura 6).

Cérebro

2.0

##

0.5+

0.0

Atividade da AChE (nmol.min"'.mg prot)

CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp

7 dias 14 dias

Figura 6 - Efeitos sobre a atividade da AChE no cérebro de H. malabaricus 7 e 14 dias ap6s exposi¢do a uma
dose Gnica de CYN (50 pg CYN kg* peso corpdreo) em extrato aquoso e CYN purificada. Barras indicam os
desvios-padrdo. O simbolo # indica diferenga estatisticamente significativa comparando os grupos expostos
(Extrato aquoso — CYNex, e toxina purificada — CYNp) com seu respectivo controle (Controle — CTRL), onde
## indica que p <0,01.

Para o tecido muscular, os individuos expostos a CYNex e CYNp apresentaram
reducdo significativa na atividade da enzima comparando-0s ao grupo controle (38%, p <0,05
e 57%, p <0,01, respectivamente), ap6s 7 dias de exposicdo e ndo foram observadas diferencas

entre os grupos no 14° dia (figura 7).
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Figura 7 - Efeitos sobre a atividade da AChE no tecido muscular de H. malabaricus 7 e 14 dias ap6s exposicao a
uma dose Gnica de CYN (50 pg CYN kg™ peso corpéreo) em extrato aquoso e CYN purificada. Barras indicam
os desvios-padrdo. O simbolo # indica diferenga estatisticamente significativa comparando os grupos expostos
(Extrato aquoso — CYNex, e toxina purificada — CYNp) com seu respectivo controle (Controle — CTRL), onde #

e ## indica que p < 0,05 e p <0,01, respectivamente.

Quanto aos marcadores de desequilibrio oxidativo estudados, ndo houve diferenca
significativa na atividade da GST no cérebro dos grupos expostos a CYN, considerando 7 dias
de exposicdo, mas uma diferenca significativa (36%, p < 0,05) entre as condigdes CYNp e
CYNex ocorreu neste periodo. Diferentemente, um aumento significativo em relacdo ao
controle foi observado na atividade da GST ap06s 14 dias de exposi¢do para ambos 0s grupos

expostos (31%, p < 0,05 — CYNex; 35%, p <0,01 - CYNp) (figura 8).
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Figura 8 - Efeitos sobre a atividade da GST no cérebro de H. malabaricus7 e 14 dias ap6s exposi¢do a uma dose
Gnica de CYN (50 pg CYN. kg peso corpéreo) em extrato aquoso e CYN purificada. Barras indicam os
desvios-padrdo. Asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos do mesmo dia de
coleta, onde * indica que p < 0,05.0 simbolo # indica diferenca estatisticamente significativa comparando os
grupos expostos (Extrato aquoso — CYNex, e toxina purificada — CYNp) com seu respectivo controle (Controle —
CTRL), onde # e ## indica que p < 0,05 e p <0,01, respectivamente.

N&o houve alteracdo significativa nos niveis de GSH apds a exposicdo & CYN, tanto

purificada quanto através de extrato, em ambos os periodos de amostragem (figura 9).
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Figura 9 - Efeitos sobre o contetido de GSH no cérebro de H. malabaricus 7 e 14 dias ap6s exposi¢do a uma dose

Gnica de CYN (50 pg CYN. kg peso corpéreo) em extrato aquoso e CYN purificada. Barras indicam os
desvios-padréo.

No entanto, houve aumento na peroxidacéo lipidica apds a exposicdo ao CYNex (p
<0,001) e CYNp (p <0,01) no 7° dia (aumento de 74%) e 14° dia (aumento de 80%) em

relagdo ao controle (figura 10).
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Figura 10 - Efeitos sobre a concentracdo de hidroperéxidos lipidicos no cérebro de H. malabaricus7 e 14 dias
apds exposicdo a uma dose Gnica de CYN (50 pg CYN kg peso corpdreo) em extrato aquoso e CYN purificada.
Barras indicam os desvios-padrdo. O simbolo # indica diferenca estatisticamente significativa comparando os
grupos expostos (Extrato aquoso — CYNex, e toxina purificada — CYNp) com seu respectivo controle (Controle —
CTRL), onde ## e ### indica que p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

A detecgdo da CYN no cérebro de peixes expostos tanto ao extrato aquoso contendo
CYN (CYNex) ou toxina purificada (CYNp) mostrou que este 6rgdo é um alvo de CYN.
Além disso, a detec¢do de concentragdes mais elevadas de toxina (sem diferenca significativa)
nos peixes expostos a CYNex é um importante tema de investigacdo. Embora ndo exista uma
explicacdo razodvel para este resultado, a hipGtese de outros compostos presentes no extrato
aquoso estarem auxiliando a entrada da toxina em tecidos ou 6rgéos deve ser considerada. A
ocorréncia de outras substancias pode favorecer a absorgao de toxina ou, mais provavelmente,
prejudicar o efluxo ou influxo da toxina através da inibigéo de transportadores de membrana,
tais como aqueles de fenoOtipo de resisténcia a multixenobidticos (MXR), como foi
recentemente relatado por Liebel et al. (2011) em hepatdcitos de peixe.

Transportadores podem auxiliar ou prejudicar a entrada da toxina em tecidos ou
6rgdos. Além disso, os transportadores MXR nas células endoteliais cerebrais sdo essenciais
para funcdo regulatéria de barreira hematoencefalica (KING et al., 2001). Desta forma,
qualquer substancia que afet4-los pode tornar o cérebro mais sensivel as toxinas exogenas e
enddgenas. Como demonstrado nos resultados deste trabalho, o intervalo entre a primeira
coleta (7° dia) e a segunda (14° dia), ndo foi suficiente para que H. malabaricus eliminasse a
toxina do cérebro. Desta forma, observamos que CYN pode se concentrar no cérebro dos
peixes expostos a concentragdes suficientes para causar danos neurotdxicos.

A neurotoxicidade é um efeito importante de cianotoxinas como, por exemplo,
anatoxina—a e a(s), saxitoxina (BAKKE e HORSBERG, 2007) e microcistinas (FEURSTEIN
et al., 2010), mas ndo h& dados disponiveis para CYN a este respeito.

Neste estudo, a atividade da AChE diminuiu no cérebro (14° dia) e musculo (7° dia)

dos peixes expostos a CYNp, indicando possiveis efeitos inibitorios da CYN, os quais podem
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ser devidos a competicdo (dado ndo confirmado) com a acetilcolina como substrato
endobiotico para a ACHE (KISS et al., 2002). A conseqiiéncia da inibicdo da AChE é o
aumento da concentracdo de acetilcolina na fenda sinaptica. Dependendo do nivel de inibig&o,
uma super-estimulagdo dos neurdnios pds-sindpticos pode induzir diferentes perturbagbes
fisiologicas como hiperatividade, com alteracdo dos niveis de &cido latico nos tecido
muscular, assim como uma super-estimulagéo nas células glandulares.

No caso de H. malabaricus, a diminuicdo da atividade da AChE ocorreu apds a
exposi¢do a CYNp (no 7° dia no musculo e no 14° dia no cérebro), assim como no musculo
dos animais expostos ao CYNex (7° dia). Apesar de néo ter sido realizado o acompanhamento
do animal ao longo do experimento, hé a possibilidade de uma recuperacéo da atividade da
AChE no musculo apds 14 dias, uma resposta que poderia ser atribuida ao aumento da sintese
da enzima ou entdo a depuracdo dos produtos toxicos presentes no extrato. Além disso, a
possivel sintese compensatoria também foi observada no 7° dia no cérebro (grupo CYNex),
mas 0s niveis voltaram a normalidade no 14° dia. Por outro lado, um efeito inibidor tardio
(diminuigdo da atividade da AChE) foi observado para CYNp no cérebro comparativamente
ao musculo, resposta que ndo pode ser explicada pelos niveis de CYN, mas pode ser um
resultado dos sistemas de defesa das células. Essas hipdteses sdo pontos importantes para uma
investigacdo mais aprofundada.

Importantes mecanismos de defesa antioxidante e de desintoxicacdo dependem dos
niveis de glutationa (GSH). GSH é um tripeptideo end6geno muito importante nos tecidos
com alto metabolismo aerdbico, como o cérebro, para controlar os niveis de espécies
oxidativas. Assim, a capacidade de CYN para diminuir ou mesmo inibir a sintese de GSH
(RUNNEGAR et al. 1994, 1995; HUMPAGE et al. 2005) representa um risco funcional grave
para o cérebro. O presente estudo mostrou que a concentracdo de GSH ndo é afetada pela

exposicao a CYN no cérebro dos animais, sugerindo que ndo ha interferéncia da toxina nos
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niveis de GSH ou entéo, houve uma recuperacdo destes niveis apds 7 dias de exposicdo. A
recuperacdo de GSH ja foi relatada em peixes apds 5 dias de exposicdo a CYN (I.P), que
primariamente tiveram um diminuigdo desta concentracdo nas primeiras 24 horas pos-injecéo
(GUTIERREZ-PRAENA et al. 2011a e b), o que pode confirmar os resultados atuais.

Além das fungBes antioxidantes, GSH é um co-substrato para a enzima de conjugacdo
glutationa S-transferase (GST), que catalisa a conjugacdo de compostos eletrofilicos e
hidroperoxidos organicos com GSH (ARTEEL e SIES, 2001). De fato, a presenca destes
substratos podem explicar o aumento da atividade de GST ap0s a exposicdo & CYNex e
CYNp. Muitos substratos de GST podem induzir o aumento da expressdo desta enzima, nesse
caso, isso ocorreu muito tarde (levou mais de 7 dias), refletindo a baixa capacidade de
desintoxicacao do cérebro,ou talvez a quantidade inicial de CYN nesses tecidos ndo tenha sido
suficiente para ativar a expresséo em 7 dias. Do mesmo modo, o aumento da atividade da GST
tem sido relatada para o figado de peixe (Oreochromis niloticus - Tilapia) apds a exposicdo a
CYN (PUERTO et al., 2011a) e saxitoxina (CLEMENTE et al., 2010) e para o cérebro apds a
exposicao & microcistina-RR (CAZENAVE et al., 2008). Varias cianotoxinas sao
metabolizadas pela GST, mas ainda néo esté claro se CYN é um substrato para esta enzima.

Seja qual for o papel exato (direto ou indireto) da GST em relacdo a defesa da célula
contra a CYN, a atividade aumentada da GST e os niveis inalterados de GSH ndo foram
eficientes para evitar os efeitos de diminuigdo da atividade da AChE e peroxidacéo lipidica no
cérebro. Uma severa peroxidagdo de lipidios causa perda da fluidez, aumento da
permeabilidade e uma eventual ruptura da membrana (GUTTERIDGE, 1995). E essencial,
portanto, que as células neutralizem os hidroperoxidos lipidicos e seus subprodutos, seja
através da conjugacdo com GSH, seja por outros meios. No entanto, neste trabalho a

constatacdo de que o aumento da peroxidacéo lipidica tenha ocorrido ja no dia 7 e ndo tenha
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sido neutralizada nos 7 dias seguintes indica um estresse continuo, que pode eventualmente
levar a um mau funcionamento da célula ou mesmo morte celular.

Outros estudos ja relataram o potencial da CYNp em alterar a homeostase redox e
levar a peroxidacdo lipidica em hepatdcitos (LIEBEL et al., 2011) e figado de peixes
(PUERTO et al., 20113; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2011b), no entanto, os efeitos da
toxina sobre o cérebro podem ser mais graves uma vez que se trata do 6rgdo sensorial, motor e
controlador do metabolismo animal. Além disso, estudocom H. malabaricus expostos ao
extrato de cianobactérias contendo saxitoxina apresentaram alteragdes nos biomarcadores
investigados (GST, GSH e LPO) (SILVA et al., 2011), indicando que o potencial neurotoxico
da CYN é contundente, uma vez que ambas so alcaldides.

Infelizmente, néo foi possivel estudar o comportamento dos peixes apds a exposicdo a
CYN, mas existem dados sobre efeitos de outras cianotoxinas (microcistinas e saxitoxina)
sobre a atividade de natagdo dos peixes (CAZENAVE et al., 2008; CLEMENTE et al., 2010).
Logo, os resultados obtidos neste trabalho levantam a necessidade de estudos em relagdo as
consequéncias da exposicdo a CYN no aspecto comportamental destes animais.

Muito embora tenham sido observadas alteragdes nos biomarcadores analisados neste
estudo, ndo foi possivel observar diferengas significativas em relacdo a toxicidade quando os
animais foram expostos ao extrato toxico ou a toxina purificada sugerindo que ambas as
formas foram neurotoxicas para os peixes. De acordo com a literatura, os extratos toxicos
contendo cianotoxinas sdo geralmente mais tdxicos do que a toxina isolada/purificada devido
a sinergia entre 0s compostos bioativos e a toxina (FALCONER, 2007, KINNEAR, 2010;

GUTIERREZ-PRAENA et al., 2011b).
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6. CONCLUSOES

A deteccdo de CYN no cérebro dos animais mostrou que a CYN é capaz de atravessar

a barreira hematoencefalica.

A exposicdo de H. malabaricus & CYN levou & diminuicdo da atividade da AChE
(CYNp) bem como a aumentos da atividade de GST e peroxidagdo lipidica (tanto para

CYNp quanto para CYNex) no cérebro desta espécie.

Os efeitos estavam presentes mesmo 14 dias apds a exposicéo, indicando a ineficiéncia

dos mecanismos de desintoxicagéo celulares para neutralizar e/ou eliminar a CYN.

Os efeitos neurotdxicos observados no cérebro foram corroborados pela diminuicdo da

atividade da AChE no masculo dos peixes.

Tanto os efeitos quanto a presenca da CYN no cérebro indicam que esta toxina tem um

papel neurotéxico importante nos peixes expostos.
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CAPITULO Il

HEPATOTOXICIDADE DA CILINDROSPERMOPSINA EM

Hoplias malabaricus.

RESUMO

Cilindrospermopsina (CYN) é uma cianotoxina que inibe as sinteses de proteina e GSH. No
entanto, ha poucos estudos toxicoldgicos que mostram esse tipo de dano em peixes tropicais,
especialmente comparando a toxina purificada e extrato contendo CYN. Neste sentido, o
objetivo deste estudo foi avaliar a hepatoxicidade através dos niveis de estresse oxidativo e
histopatologia em diferentes biomarcadores em uma espécie de peixe tropical (Hoplias
malabaricus) expostas a uma dose unica (50 ug CYN peixe kg™*) em duas formas de CYN -
Extrato aquoso toxico (CYNex) e toxina purificada (CYNp) - por injeccdo intraperitoneal
(i.p.). Os peixes foram sacrificados 7 e 14 dias pds-exposicédo, entdo o figado foi removido
para as respectivas analises. Por meio de ELISA, a CYN foi detectada em niveis similares em
ambas as datas. Alguns biomarcadores ndo apresentaram alteracfes no periodo observado
(atividades da catalase, GPX, GR e niveis de GSH), embora tenha sido observado um aumento
nas atividades de SOD (CYNex em 14 dias e no 7° dia em CYNp) e G6PDH (CYNex em 14
dias). Atividade da GST diminuiu no 7° dia (CYNex), mas aumentou dramaticamente no 14°
dia (CYNp). Houve um aumento na concentracdo de hidroperdxidos lipidicos (CYNex e
CYNp) e oxidacdo de proteinas (somente em CYNex), ambos ap6s 14 dias de exposi¢do,
caracterizando dano oxidativo no figado. Corroborando os resultados bioquimicos, alteracoes
histopatolégicas foram observadas (necrose), indicando sérios danos nesse tecido. A
incidéncia de centros de melanomacréfagos e melanomacrofagos livres sugere uma resposta
imune neste 6rgdo devido & morte celular observada. Assim, a exposicdo aguda de CYN é
capaz de causar danos bioquimicos e morfoldgicos graves no figado de H. malabaricus,
sugerindo que a peroxidagdo de lipidios e a carbonilagdo de proteinas (PCO) constituem
importantes parametros de citotoxicidade da CYN. O fato da toxina pura néo tem gerado PCO
indica que outras moléculas presentes no extrato também possuem um elevado grau de
toxicidade, que é uma questdo importante para estudos posteriores.

Palavras-chave: cilindrospermopsina; estresse oxidativo; histopatologia; teledsteo; Hoplias
malabaricus.
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1. INTRODUCAO

A emissdo de gases de efeito estufa somado ao constante despejo de esgotos doméstico
e industrial tem sido identificada como as principais causas de floracbes de cianobactérias em
todo o mundo (PEARL e HUISMAN, 2008; EL-SHEHAWY et al, 2011). Estes
microrganismos ja foram identificados em casos de envenenamento e morte de seres humanos
e animais uma vez que muitas espéecies sdo capazes de produzir metabolitos conhecidos como
cianotoxinas (CHORUS e BARTRAM, 1999).

Como ja mencionado no capitulo 1, a cilindrospermopsina (CYN) é um cianotoxina
citotoxica (FROSCIO et al., 2009) que é primariamente toxica para o figado e rins de
mamiferos, mas atinge varios outros 6rgdos (FUNARI e TESTAI, 2008). Esta cianotoxina €
produzida por vérias espécies de cianobactérias (ZEGURA et al., 2011), e esta envolvida em
casos de intoxicagdo e morte de animais, incluindo seres humanos (HAWKINS et al, 1985;
CARMICHAEL et al, 2001; GRIFFITHS e SAKER, 2003).

Em células de mamiferos, o mecanismo de toxicidade primario da CYN é a inibi¢do de
sintese de proteinas (TERAO et al., 1994; FROSCIO et al., 2003) e de glutationa (GSH)
(RUNNEGAR et al., 1994, 1995). No entanto, sugere-se que 0s metabdlitos gerados pela acéo
do complexo citocromo P450 desempenham um papel crucial na toxicidade da CYN
(HUMPAGE et al, 2005; ZEGURA et al., 2011). Além disso, ha fortes evidéncias de que a
CYN é genotdxica e tem um potencial carcinogénico (SHEN et al., 2002; ZEGURA et al.,
2011; STRASER et al., 2012).

A injecdo intraperitoneal de CYN radio-marcada resultou na distribuicdo
predominantemente hepéatica (NORRIS et al. 2001). Efeitos de intoxicacdo em humanos
incluem, principalmente, hepatoenterite (BYTH, 1980). No figado de ratos, a CYN causa
necrose severa (HAWKINS et al., 1985), esteatose hepatica com necrose periacinar

(SEAWRIGHT et al., 1999), e aumento do peso deste 6rgdo (HUMPAGE e FALCONER,
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2003). Terao et al. (1994) verificaram a inibicdo da sintese de proteinas no figado de
camundongos a partir da dissocia¢do observada dos ribossomos do reticulo endoplasmatico,
seguido pela proliferacdo da membrana, a acumulagdo de goticulas de gordura, e morte
celular.

A importéncia dos danos oxidativos como um dos mecanismos toxicos da CYN ainda
ndo é clara. Primariamente, Froscio (2002) descartou a possibilidade de que a toxicidade da
CYN estivesse ligada a danos oxidativos, entretanto, de acordo com ensaios in vitro, a
citotoxicidade da CYN pode ser mediada pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). O papel da GSH como molécula antioxidante parece ser mais importante nos
mamiferos do que em peixes (HUMPAGE et al, 2005; LIEBEL et al., 2011, GUTIERREZ-
PRAENA et al., 2012a). Adicionalmente, Froscio (2002) e Humpage et al. (2005) excluiram a
peroxidacdo lipidica como um mecanismo téxico da CYN, mas estudos mais recentes tém
indicado exatamente o contrario (PUERTO et al., 2011; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2011a
eb, 2012ae b; LIEBEL et al., 2011).

Em geral, os efeitos toxicos da CYN podem ser mais pronunciados por exposi¢do ao
extrato tdxico do que a toxina pura, provavelmente devido a presenca de outras substancias
quimicas bem como as interacBes entre CYN e outras moléculas presentes no extrato
(FALCONER, 2007). Contudo, poucos estudos tém relatado os efeitos toxicos de ambos
(purificada e extrato) em peixes (GUTIERREZ-PRAENA et al., 2011a e b; 2012b).

Os peixes séo importantes modelos para a investigagdo dos efeitos das cianotoxinas
devido ao contato direto destes animais com estes metabolitos, seja pelo fato dos ultimos
estarem dissolvidos na 4gua ou pela ingestdo de células de cianobactérias propriamente ditas.
Além disso, os vertebrados aquéticos parecem ser mais suscetiveis aos efeitos toxicos de
cianotoxinas do que organismos inferiores na cadeia trofica (KINNEAR, 2010). Nesse

sentido, o peixe neotropical Hoplias malabaricus foi escolhido para o presente estudo, devido
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a sua ampla utilizacdo como modelo experimental para avaliar a toxicidade de uma variedade
de compostos (RABITTO et al, 2005; OLIVEIRA RIBEIRO et al, 2006; MELA et al, 2007,

FILIPAK NETO et al., 2007; MELA et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
o Auvaliar os efeitos toxicos da CYN sobre o figado do peixe neotropical H. malabaricus

exposto a uma dose unica de CYN purificada e de extrato aquoso contendo CYN.

2.2. Objetivos especificos

o Verificar a presenca de CYN no figado de H. malabaricus ap6s injecéo intraperitoneal;
o Avaliar os efeitos da toxina utilizando diferentes biomarcadores de desequilibrio e
dano oxidativo:

o Avaliar os danos no tecido hepatico do animal através de analises histopatolégicas.
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3. MATERIAL E METODOS

O cultivo da cepa CYP011K da espécie C. raciborskii, a purificacdo, extragdo e analise
da CYN, bem como o desenho experimental e a quantificacdo e detec¢do da CYN no figado
de H. malabaricus ja foram reportados nos itens 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4, respectivamente, do

Capitulo 1.

3.1. Biomarcadores de desequilibrio e dano oxidativo:

Aliguotas das amostras de figado homogeneizadas (0,3 - 0,4 gramas) em tampéo
fosfato salino (PBS, pH 7,2), centrifugado (12.000 rpm / 0-4 °C / 40 min.) e armazenado a -76
° C. Amostras foram diluidas de acordo com a concentracéo de proteina necessaria para cada
ensaio.

O procedimento de célculo das atividades dos biomarcadores avaliados esta no anexo |

desta tese.

3.1.1. Avaliagdo da atividade da CAT:

A atividade de CAT foi medida de acordo com a Aebi (1984). Brevemente, um volume
de 20 pL do sobrenadante ou PBS (para o branco) foi misturado com 980 pL de meio de
reacdo (H.O, 30 mM, Tris-base 50 mM, EDTA 0,25 mM, pH 8,0 a 25 °C). A varia¢do da
absorbancia a 240 nm foi monitorado durante 90 segundos com intervalo entre as medicdes de
1 segundo. O coeficiente de extingdo de 36 mM cm™ para H,O, foi utilizado para calcular a

atividade da enzima.
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3.1.2. Avaliagdo da atividade da SOD:

Etanol gelado (aproximadamente 4°C) foi adicionado ao sobrenadante ou PBS (para o
branco) até atingir a concentragdo final de etanol de 25%. A mistura foi centrifugada (12.000
g/ 20 min/ 0-4 °C). Em uma microplaca de 96 pogos, 20 pLde sobrenadante (25% de etanol
para o branco) e 70 pLde meio de reagéo (cloreto de nitroblue tetrazolium 286 puM, EDTA
0,05 mM, carbonato de sodio 69 mM, pH 10,2) foram misturados. Para iniciar a reacdo foram
adicionados 110 pLde cloreto de hidroxilamina 67 mM em tamp&o carbonato de sddio 182
mM, pH 10,2. A atividade da SOD foi medida a 560 nm, no inicio da reacdo e depois de 2
horas de incubacdo (CROUCH et al. 1981). A taxa de reducdo do NBT na auséncia de extrato

de tecido (solucdo hidro-alcodlica ao invés de amostra) foi utilizada como taxa de referéncia.

3.1.3. Avaliagdo da atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH):

Em uma microplaca transparente de 96 pogos foram adicionados 30 pL de
sobrenadante (PBS como branco) e 170 pLde meio de reacdo (B-NADP*1,0 mM, G6P 2,0
mM, Tris-HCI 0,1 M, MgCL10 mM, pH 8,0 a 25 °C). A atividade foi
espectrofotometricamente verificada pela variagdo na absorbancia a 340 nm durante 2 minutos
em intervalos de 20 segundos (GLOCK e MCLEAN, 1953). O coeficiente de extin¢do para

NADPH de 6,22 mM™ cm™ foi usado para calcular a atividade da enzima.

3.1.4. Avaliacdo da atividade da GPx:

A atividade da GPx foi determinada na fragdo S9 (sobrenadante obtido apds
centrifugacéo a 9.000 g por 15 minutos). Em uma microplaca de 96 pogos foi misturado um
volume de 30 pL do sobrenadante (fragdo S9) ou PBS (para o branco) e 130 pL de solucéo de

reacdo (Azida sodica 2,0 mM, B-NADPH 0,2 mM, 1,0 U.mL? de glutationa redutase e GSH
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2,0 mM em tampéo fosfato de sddio 0,1 mM, pH 7,0). A reacéo foi iniciada pela adigéo de 40
pL de peroxido de hidrogénio 30% em tampdo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,0. A variacéo da
absorbancia foi imediatamente medida a 340 nm durante 2 minutos com intervalos de 10
segundos (SIES et al., 1979). O coeficiente de extingdo para NADPH de 6,22 mM™ cm™ foi

usado para calcular a atividade da enzima.

3.1.5. Atividade da glutationa redutase (GR):

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 50 pL do sobrenadante obtido da
fracdo S9 ou PBS (para o branco) e 100 pL solucéo de reacéo (B-NADPH 0,5 mM, glutationa
oxidada (GSSG) 5,0 mM, EDTA 5,0 mM, tamp&o fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,6 a 25 °C).
O decréscimo na absorbancia foi monitorado a 340 nm durante 5 minutos com intervalos de
30 segundos (SIES et al. 1979). O coeficiente de extingéo de 6,22 mM™ cm™ para NADPH foi

utilizado para calcular a atividade da enzima.

2.1.6. Avaliacdo da atividade global das isoformas da glutationa S-transferase (GST):

Um volume de 20 pL de sobrenadante (PBS para o branco) e 180 pL de meio de
reacdo (idéntico ao explicitado no item 3.5.2. do capitulo 1) foi colocado em microplacas de
96 pocos e o procedimento realizado foi semelhante ao descrito no item 3.5.2 do capitulo |

desta tese.

3.1.7. Avaliacédo dos contetudos de GSH:

As concentragbes de GSH foram determinadas através do mesmo procedimento

utilizado no item 3.5.3 do Capitulo 1.
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3.1.8. Avaliacdo da peroxidacao lipidica (LPO):

A LPO foi medida pelo método ja descrito no item 3.5.4 do Capitulo I.

3.5.9. Avaliacdo da carbonilacdo de proteinas (PCO):

Um volume de 200 pL de sobrenadante e 500 pL de solucdo de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina 10 mM em &cido cloridrico 2,0 M) foram transferidos para um tubo de
2,0 mL e misturados em vortex. Para o branco foram adicionados 500 uL de acido cloridrico
2,0 M (sem DNPH). As amostras foram incubadas (30 °C / 1,5 horas), e entdo, em seguida, foi
adicionado 1,0 mL de &cido tricloroacético 28%. Esta solucdo foi centrifugada (9.000 g / 10
min.) e o sobrenadante descartado. As proteinas precipitadas foram ressuspensas com solucéo
de etanol / acetato de etila (1:1) e centrifugadas. Este procedimento foi repetido por 2 a 3
vezes para obtencdo de um sobrenadante limpo e translicido. As proteinas precipitadas foram
solubilizadas em hidrocloreto de guanidina 6,0 M, e novamente centrifugadas (9000 g / 5
min.) para remover qualquer vestigio de material insolivel. O contetdo de carbonilas foi
determinado espectrofotometricamente a 360 nm usando o coeficiente de absorgdo molar de
2,1 x 10* M cm™ para hidrazonas e normalizado pelo teor de proteina total (LEVINE et al,

1994;. QUINLAN e GUTTERIDGE , 2000).

3.1.10. Quantificacéo de proteinas totais:

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo mesmo método ja descrito no

item 3.5.5 do Capitulo I.
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3.2. Biomarcadores histopatoldgicos:

As amostras de figado foram fixadas em solucéo de ALFAC (etanol a 70%: 4% de
formaldeido: acido acético a 5%) durante 16 h, lavadas em etanol 70%, desidratadas em série
crescente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos e emblocados em resina Paraplast®
(Sigma). Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), analisados e registrados
em fotomicroscopio de luz (Leica).

As alteracdes histopatoldgicas foram analisadas segundo Bernet et al. (1999) atraves
do célculo do indice de leséo para o tecido, considerando: a ocorréncia de necrose, respostas
inflamatorias, esteatose, ocorréncia (contagem) de centros de melanomacréfagos (CMM) e

melanomacrofagos livres (ML), focos basofilos e acidofilos, parasitas e diferenciacéo tecidual.

3.3. Analise estatistica dos dados obtidos:

Os resultados sdo apresentados como média + desvio-padrdo de determinagBes de
grupo com 10 repeticdes. Anélise de variancia (ANOVA) seguida pela anélise post hoc por
meio do teste de Tukey (p < 0,05) foram realizados para andlise bioquimica. Valores de p <

0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADQOS

4.1. Concentracgdo de CYN no figado:

Todos os resultados da concentragdo CYN (média + desvio-padrdo) estdo expressos
em pg CYN kg™. O dados brutos em relacioas analises estdo no anexo 2 desta tese.

Houve deteccdo de CYN no figado de H. malabaricus ap6s exposi¢do com CYNp em
7 (7,90 £ 4,19) e 14 dias (10,51 £5,39) e no grupo CYNex apresentou concentragdes de CYN

em 7 (6,79 = 3,72) e 14 dias (5,61 £ 3,19) (Figura 11).

20—

104

Cilindrospermopsina (ng/Kg figado)

CYNex CYNp

Figura 11- Concentra¢des de cilindrospermopsina no figado de H. malabaricus expostos a uma dose Unica de
CYN (50 ug CYN kg™ peso corporeo) em extrato aquoso (CYNex) e CYN purificada (CYNp) ap6s 7 e 14 dias.
Barras indicam os desvios-padrdo. Valores de concentracdo de CYN obtidos apds subtracdo dos valores nos

animais controle (falso-positivos).

4.2. Biomarcadores bioquimicos:

Para o melhor entendimento, as variagcdes nas atividades enzimaticas de CAT, SOD
GPx , GR, GST, G6PDH, nos contetudos de GSH, além das alteracbes de LPO e PCO, em

ambos os tratamentos foram tabeladas (Tabela 1) como pode ser observado a seguir:
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Tabela 1: Respostas bioquimicas - percentual de aumento ou reducéo em relacdo ao respectivo
controle.

CYNex CYNp .
BIOMARCADOR 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias Figura
CAT - - - - 12A
GPx 12B
GR 12C
GSH - - 12D
SOD 1% (132%) 1% (122%) 12E
G6PDH - 1% (187%) - - 12F
GST 1¥* (20%) - 1¥(19,8%) | 1%%* (62%) 12G
LPO - %% (91%) - THE% (154%) 12H
PCO 1¥%% (291%) - 121

Grupos: Controle, CYNex e CYNp. Onde: asteriscos indicam diferenca significativa em comparagcdo com o
grupo-controle (* = p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Hifen indica que ndo houve alteracdo do biomarcador
em relagdo ao seu respectivo controle. Setas para cima ou para baixo indicam que houve aumento ou diminuicao,

respectivamente, seguido pelo percentual de alteragdo em relagdo ao respectivo controle.

Né&o houve diferenca entre 0s grupos experimentais em relagdo as atividades da CAT,
GPx e GR (Figuras 12A, 12B e 12C). Do mesmo modo, ndo houve alteragdo nos conteudos de
GSH apos a exposicao a CYN(Figura 12D). Apds o 7° dia de exposicéo, a atividade da SOD
aumentou 122% no grupo CYNp (p < 0,01), mas ndo em CYNex. Por outro lado, no 14° dia, a
atividade desta enzima retornou aos niveis do controle no grupo CYNp e aumentou 132% no
CYNex (p < 0,01; Figura 12E). A atividade de G6PDH néo foi alterada no 7° dia, mas
aumentou 187% em CYNex no 14° dia (p < 0,01; Figura 12F) e a atividade da GST diminuiu
em ambos os grupos experimentais (CYNex: 20%, p < 0,01; CYNp: 19,8%, p < 0,05), ap6s 7
dias de exposicdo. No 14° dia, a atividade GST no grupo CYNex voltou aos niveis do grupo
controle, enquanto que aumentou 62% no grupo exposto a CYNp (p < 0,001; Figura 12G).

Considerando os danos as biomoléculas, em ambos os grupos, a LPO ndo foi alterada
no 7° dia, mas aumentou 91% em individuos do grupo CYNex (p < 0,01) e 154% em
individuos expostos @ CYNp (p < 0,001) no 14° dia (Figura 12H). Da mesma forma, nenhuma
diferenca foi observada na PCO no 7° dia, mas aumentou 291% no grupo exposto a CYNex (p
< 0,001) no 14° dia, mas ndo em individuos expostos a CYNp (Figura 12I). Além disso, as
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diferencas significativas de PCO entre os grupos expostos a CYNex e CYNp foram

observadas apés 14 dias (Figura 121).
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Figura 12 — Resultados dos biomarcadores bioquimicos no figado de H. malabaricus expostos a CYNp e CYNex,
apos 7 e 14 dias. Atividades da CAT (A), SOD (B), G6PDH (C), GPx (D), GR (E), GST (F), contetido de GSH
(G), peroxidagdo lipidica (H) e carbonilagdo de proteinas (I). Grupos: Controle (barra branca), CYNex (barra
cinza) e CYNp (barra escura). ANOVA seguida pelo teste de Tukey, onde * =p < 0,05, **=p<0,0le***=p
<0,001.

4.3. Biomarcadores histopatoldgicos:

Os resultados da avaliagdo histopatoldgica estdo apresentados na tabela 2 e figuras 13 e
14. A lesdo mais comum no figado foi a ocorréncia de areas de necrose (figuras 13 e 14). No
7° dia apds a exposicdo, 100% e 75% dos figados dos peixes apresentavam necrose apos
exposicao & CYNex e CYNp, respectivamente. Mas estes percentuais reduziram para 34%
(CYNex) e 67% (CYNp) apds 14 dias de exposi¢do. Nos animais do grupo-controle esse tipo
de lesdo estava presente em até 50% dos exemplares.

Os animais tratados com CYNex apresentaram quantidades consideraveis de centros
de melanomacro6fagos (CMM, 62,5%) e melanomacréfagos livres (ML, 50%) por figado de

peixe apos 7 dias, mas estes niveis retornaram aos valores do grupo-controle no 14° dia. Em
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individuos do grupo CYNp estes valores ndo foram tdo evidentes no 7° dia (25% para CMM e

37,5% para FM) e diminuiram no 14 ° dia.

Tabela 2-Ocorréncia de alteragdes hepéaticas em individuos de H. malabaricus expostos a
CYN.

Controle CYNex CYNp
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Necrose 4 (8) 3(9 8 (8) 3(9 6 (8) 6 (9)
Infiltracdo leucocitaria 0(8) 0(9 2 (8) 1(9) 0(8) 1(9)
Vacuolizagdo 0(8) 1(9) 0(8) 2(9) 1(8) 1(9)
Centros de melanomacro6fagos 1(8) 1(9) 5(8) 0(9 2 (8) 2(9)
Melanomacrofagos livres 0(8) 1(9) 4 (8) 0(9) 3(8) 1(9)
Neoplasias 0(8) 0(9 0(8) 0(9 1(8) 0(9)
Parasitas 0(8) 0(9 0(8) 0(9) 0(8) 0(9)

Grupos: Controle, CYNex e CYNp. % de ocorréncia do dano (nimero de animais-figado lesionados / total de

animais-figado).
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Figura 13 — Percentuais de alteragfes hepaticas no grupo controle e nos animais expostos a CYN.
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Figura 14— Fotomicrografias de cortes histoldgicos do figado de H. malabaricus expostos a CYN. (A) grupo de
controle. Escala (barra) = 100 um e 50 um (detalhe). (B) 7 dias ap6s a exposi¢do a CYNp. Observar a area de
necrose (seta preta) e a &rea do pré-necrética (seta branca). Escala (barra) = 200um. (b) resposta inflamatdria
(infiltrag8o leucocitéria). Escala (barra) = 50 um. (C) 7 dias apds a exposicdo a CYNex. Observar a extensa area
de necrose (seta). Escala (barra) = 200um. Em detalhe (c) é mostrado o tecido fibrosado. Escala (barra) = 100
pm. (D) 7 dias ap6s a exposicdo a CYNex. A seta indica a abundancia de células pré-necréticas. Escala (barra) =

50 pm.

Os valores atribuidos (“score”) para as alteragdes histopatoldgicas, de acordo com
Bernet et al. (1999), demonstraram um aumento significativo do indice de lesdo em individuos
expostos a CYNex ap6s 7 dias de exposicdo. No entanto, apds 14 dias, o indice mostrou-se
semelhante aos valores do grupo-controle (figura 15). Nenhuma diferenca foi observada para
os individuos expostos a CYNp nos dois tempos de exposicdo em relacdo aos seus relativos

controles.
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Figura 15 — Score de alteragdes (Bernet et al, 1999) no figado de H. malabaricus ap6s 7 e 14 dias de exposicao a
uma dose Unica de CYN. Os asteriscos indicam diferenca significativa em comparagdo com o grupo-controle (p
<0,01).
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5. DISCUSSAO:

A presenca de outras moléculas que ndo a CYN propriamente dita, € uma premissa
importante para avaliar o potencial toxico e os riscos de exposi¢do a essa cianotoxina. No
presente caso, 0 extrato toxico representa a situacdo mais frequente no ambiente, uma vez que
0 peixe entra em contato direto com a toxina e outros metabdlitos que sdo liberados na agua
durante as floragbes de cianobactérias. J& o estudo com a toxina purificada avalia a a¢do da
toxina sem a possibilidade de sinergia com outras moléculas.

Se comparado com as concentrages encontradas no cérebro e musculo (Capitulo 1), a
concentragcdo de CYN no figado dos peixes foi mais elevada (em ambos o0s grupos) ao longo
dos 14 dias. A cilindrospermopsina esteve presente em concentragdes muito semelhantes nos
peixes expostos & CYNex e CYNp, ndo se identificando qualquer influéncia significativa de
outros compostos presentes no extrato sobre a concentracdo de toxina no figado.

Apesar da sua natureza hidrofilica, possivelmente a CYN ainda permanece no figado
apods 14 dias de exposi¢do devido a dificuldade de eliminacdo dos hepatdcitos. De acordo com
Liebel et al. (2011), os hepatdcitos de peixes tém os transportadores do sistema de resisténcia
a multixenobioticos (MXR) afetados pela exposicdo & baixas concentracbes de CYN, o que
pode explicar a dificuldade do peixe em eliminar a toxina. Além disso, varios relatos tém
mostrado que CYN é capaz de acumular nos tecidos de organismos aquaticos de diferentes
niveis troficos (KINNEAR, 2010). Entretanto, ndo se sabe como ocorrem 0S processos de
acumulo e eliminacdo da CYN uma vez que poucos estudos tém sido realizados com esse
intuito, portanto, trata-se de campo de estudo para futuras investigagdes e discussdes.

Os contetidos de GSH, assim como os niveis de atividades das enzimas GPx e GR ndo
foram alterados. Estas enzimas séo responsaveis, respectivamente, pela converséo de peroxido

de hidrogénio em oxigénio e agua, e pela manutencdo do equilibrio da relacdo GSH / GSSG,
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principalmente sob condicGes de estresse oxidativo. Portanto, um aumento nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO) resultantes da exposicdo a CYN (LIEBEL et al, 2011,
GUTIERREZ-PRAENA et al, 2012a), associado a nenhum aumento das defesas
antioxidantes, poderia sensibilizar as células dos organismos expostos, levando a efeitos
indesejaveis, como por exemplo, a genotoxicidade (HUMPAGE et al., 2005). Portanto, 0s
danos oxidativos a lipidios e proteinas provavelmente resultaram de mecanismos toxicos que
ndo envolvem alteraces nos niveis de GSH ou atividades das enzimas do metabolismo da
GSH (GPx e GR).

Os mecanismos de toxicidade da CYN em peixes sdo ainda pouco conhecidos
(WILLIAMS e JAESCHKE, 2011), mas o estresse oxidativo mediado pelas espécies reativas
de oxigénio pode desempenhar um papel crucial nesse aspecto (LIEBEL et al, 2011;
GUTIERREZ-PRAENA et al, 2011a, b; 2012a). Estudos tém demonstrado que CYN é capaz
de inibir a sintese e reduzir os niveis de GSH em células de mamiferos (RUNNEGAR et al,
1994, 1995; HUMPAGE et al, 2005; GUTIERREZ-PRAENA et al, 2012a), mas nao em
células dos peixes até 0 momento estudados (LIEBEL et al., 2011). Em peixes, sabe-se que as
respostas de enzimas de fase 11 s&o menos pronunciados do que as respostas da fase |1 (VAN
DER OOST et al, 2003). Neste caso, esta hipotese também poderia explicar porque nenhuma
alteracdo nos niveis de GSH foi verificada apds a exposicdo a CYN no presente estudo.
Portanto, ou a CYN ndo afeta os niveis de GSH em peixes ou a recuperacdo da GSH ndo €
prejudicada pela exposicio 8 CYN (GUTIERREZ-PRAENA et al, 2011a).

A via principal de desintoxicacdo de xenobidticos é através da combinagdo destes
compostos com GSH catalisada por GST (GEORGE, 1994). Consequientemente, a capacidade
da CYN de diminuir a atividade da GST em Hoplias malabaricus no 7° dia apds a exposicao
pode prejudicar o mecanismo de fase 1l do processo de desintoxicagdo (ARTEEL e SIES,

2001), e isso pode ter levado aos posteriores efeitos sobre a integridade das biomoléculas
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(LPO e PCO) observados no 14° dia. Devido aos danos causados pela exposi¢do a
cilindrospermopsina, células responderam aumentando a atividade de GST no 14° dia. Liebel
et al. (2011) descreveram que ndo houve alteragdes na atividade desta enzima em ensaios in
vitro, enquanto que uma diminuicdo (observada no presente estudo) ou aumento (PUERTO et
al., 2011a) j& foram relatados para a atividade GST ap0s exposicdo in vivo & CYN. Algumas
hipoteses podem explicar essas diferengas: (i) o método utilizado, o qual ndo avalia a
atividade de nenhuma isoforma especifica da GST; (ii) as espécies de peixes utilizadas como
modelo foram diferentes; (iii) doses e vias de exposic¢ao diferentes; ou ainda (iv) os diferentes
niveis de atividade apresentado por diferentes espécies. De acordo com alguns autores
(HUMPAGE et al, 2005; ZEGURA et al, 2011; STRASER et al, 2012), a toxicidade de CYN
é dependente do metabolismo do complexo citocromo-P450, mas este parece ndo envolver as
reacOes de conjugacdo com GSH (NORRIS et al , 2002; PUERTO et al, 2011a).

Resultados conflitantes sobre a atividade da GST também ja foram relatados para
outros tipos de poluentes. No entanto, a maioria destes estudos ndo mostrou diferencas
significativas na atividade da GST nos peixes da &rea impactada, quando comparados aos
animais do grupo-controle (VAN DER OOST et al., 2003). No presente estudo, utilizamos o
protocolo que usa o CDNB como substrato para GST e, portanto, mede a atividade total das
GST (exceto as enzimas da classe-Q), por isso, constatamos a necessidade de estudos
adicionais para elucidar quais isoformas sdo as mais sensiveis em resposta da exposi¢do a
CYN.

Enzimas CAT, SOD e GPx séo enzimas extremamente importantes no processo de
neutralizacdo dos radicais de oxigénio em moléculas ndo-reativas. Resumidamente, a SOD
catalisa a conversdo de &nion superdxido (02~) em H,O; e, em seguida a CAT ou GPx catalisa
a conversdo do H,O, em &gua e oxigénio molecular. O peroxido de hidrogénio é uma

importante ERO, pois pode reagir com proteinas e membranas celulares tornando se altamente
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toxica no ambiente intracelular, o que pode gerar sérias conseqiiéncias, como por exemplo,
LPO e PCO. H. malabaricus expostos a CYNp e CYNex apresentaram em ambos 0s
tratamentos um aumento na atividade da SOD, mas ndo nas atividades da CAT e GPx. Isso
pode indicar que as taxas de atividade destas Ultimas enzimas podem ser suficientes para
compensar 0 aumento da producéo de peroxido de hidrogénio pela SOD, ou ainda, as células
podem estar acumulando estas EROs. Zegura et al (2011) relataram resultados semelhantes
em relacdo SOD e a CAT em linfdcitos periféricos humanos expostos a CYN.

Estudos mais recentes mostram que o dano oxidativo estd envolvido com efeitos
toxicos da CYN sobre peixes (LIEBEL et al 2011, PUERTO et al, 2011a; GUTIERREZ-
PRAENA et al, 20114, b), embora o dano oxidativo ndo tenha sido considerado importante na
toxicidade da CYN para outros modelos (FROSCIO, 2002; HUMPAGE et al, 2005). O
presente estudo reforga que o estresse oxidativo pode ser parte importante da toxicidade da
CYN em peixes, uma vez que o aumento da peroxidacdo lipidica e da carbonilacdo de
proteinas foi observado nos exemplares expostos. Estes danos podem causar a perda da
fluidez da membrana e a sua possivel ruptura (LPO), além da inativagcdo de muitas proteinas
extremamente importantes (PCO) (GUTTERIDGE, 1995). De acordo com a Van der Oost et
al. (2003), lesBes nestas biomoléculas podem ser responsaveis por injurias celulares severas, e
isso pode levar ao desenvolvimento e progressdo de doencas. Além disso, os aumentos de
LPO e PCO ocorreram apenas no 14° dia de exposigdo, indicando e confirmando os efeitos
tardios da CYN. Para PCO, as intera¢cBes quimicas com moléculas do extrato parecem ser
importantes, uma vez que a alteracdo na PCO foi observada em individuos expostos a CY Nex,
mas ndo a CYNp.

A histopatologia é uma ferramenta importante para avaliar os efeitos de contaminantes
em peixes (RABITTO et al, 2005; OLIVEIRA RIBEIRO et al, 2006; MELA et al, 2007). Os

aumentos de CMM e ML em H. malabaricus foram indicativos de resposta imune intensa
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devido a lesdo tecidual (RABITTO et al, 2005; MELA, et al 2007; ANDRADE BRITO et al,
2012), particularmente quando os peixes foram expostos a CYNex. Em geral, os macrdfagos
sd0 associados as respostas para lesdes necrdticas, refletindo o fracasso dos mecanismos de
protecdo dos hepatdcitos frente aos efeitos nocivos causados pela CYN levando a morte
celular.

A integracdo de biomarcadores histologicos hepéaticos € um método sugerido por
Bernet et al. (1999), que converte as observagdes visuais em pontuagbes comparaveis
(“score”) de acordo com o significado patoldgico de cada alteracdo. Estas pontuacOes
revelaram que os peixes expostos & CYNex apresentaram lesdes graves que comprometem a
integridade funcional do figado no 7° dia pos-exposicdo. No entanto, apds 14 dias, essa
pontuacgdo voltou para niveis semelhantes ao do grupo-controle, sugerindo uma recuperacao
do tecido ou o reforgo das defesas celulares. Seawright et al. (1999) mostraram que, em
camundongos, o extrato contendo CYN pode ser 10 vezes mais toxico do que a CYN pura,
quando administrado oralmente. Nos peixes, no entanto, a CYN pura pode levar a alteragGes
hepéticas diversas, tais como acimulo de glicogénio, necrose, aumento do didmetro nuclear
hepatdcitos e esteatose (GUTIERREZ-PRAENA et al. 2012D).

A utilizacdo de multiplos biomarcadores foi considerada como uma ferramenta
adequada para a avaliacdo da saude dos individuos de H. malabaricus quando expostos a
CYN. Como visto nos resultados apresentados, as concentragdes de toxinas encontradas no
tecido hepético foram capazes de causar um desequilibrio no ambiente redox provocando

danos graves, tais como a peroxidacéo lipidica e carbonilagéo de proteinas.
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6. CONCLUSOES

e Assim como no musculo e cérebro, houve detecgdo da toxina no figado dos animais
mesmo apos 14 dias da exposicao unica.

e A concentracdo de CYN no figado foi cerca de 10 vezes maior que no musculo e
cérebro, o que pode ser explicado pela via de exposicédo (intraperitoneal).

e A deteccdo de danos oxidativos (LPO e PCO) sugere que 0s mecanismos de defesa
avaliados neste estudo ndo foram suficientemente eficazes na protegdo contra a
toxicidade da CYN, tanto CYNp como CY Nex.

e Parece haver uma relagéo entre a toxicidade tardia da CYN e os danos oxidativos, fato
que foi corroborado pelo elevado nimero de lesdes (necrose, MMC e FM) encontradas

no figado dos animais expostos.
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CAPITULO 111

EFEITOS IN VITRODA CILINDROSPERMOPSINA NO
AMBIENTE REDOX DE HEPATOCITOS DE Hoplias malabaricus.

RESUMO

Cilindrospermopsina (CYN) é um cianotoxina que é citotoxica para uma grande variedade de
células, principalmente para os hepatdcitos. Neste estudo, os efeitos da CYN purificada
(CYNp) e do extrato aquoso de células de C. raciborskii produtora de CYN (CYNex) foram
investigados através de biomarcadores do estresse oxidativo e morte celular em cultura
priméria de hepatécitos de Hoplias malabaricus. Apds o isolamento e fixacdo das células,
estas foram expostas durante 72 h a diferentes concentragdes de CYN purificada e extrato (O,
0,1; 1,0; 10; 100 pg I'l). Em seguida, foram avaliadas a viabilidade celular, concentragdo de
peroxido de hidrogénio (EROs), atividades da catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), glutationa peroxisade (GPx), glutationa redutase
(GR), glutationa S-transferase (GST), conteidos de GSH, a peroxidacdo lipidica (LPO),
carbonilagdo de proteinas (PCO) e danos ao DNA por ensaio cometa (EC). A diminuicéo
significativa da viabilidade celular foi observada em todos 0s grupos expostos. A redugdo na
atividade da SOD ocorreu apenas em células expostas a maior concentragdo do extrato. A
reducdo na atividade da GR ocorreu em todas as concentragOes testadas, exceto na menor
concentragdo de CYNp. O contetdo de GSH aumentou somente na maior concentracdo de
CYNp ao passo que a atividade da GST aumentou somente nas células expostas a maior
concentracdo de CYNex. A LPO e os niveis de EROs aumentaram, respectivamente, nas
células expostas & maior concentracdo do extrato e CYN purificada. Houve reducéo na PCO
na maior concentracdo do extrato indicando um possivel efeito protetor. Nenhuma alteracéo
nas atividades de CAT, G6PDH, GPx, além dos danos ao DNA, foi observada. Estes dados
sugerem que, embora a CYN em si possa causar alteracdo no equilibrio 6xido redutor nos
hepat6citos e morte celular, outros compostos contidos nos extratos certamente contribuem
para os danos lipidicos. Sendo assim, os riscos potenciais da exposicdo ao extrato pode ser
maior do que a toxina purificada. Além disso, este modelo celular se mostrou uma eficiente
ferramenta para a investigacdo dos efeitos toxicos da CYN, fornecendo dados importantes
sobre o0s seus efeitos em hepatdcitos de peixes neotropicais como a espécie H. malabaricus.

Palavras-chave: Cilindrospermopsina, estresse oxidativo, Hoplias malabaricus, cultivo

primario, hepatocitos.
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1. INTRODUCAO:

O estabelecimento de linhagens celulares de animais em monocamadas para estudos de
citotoxicidade tém sido empregado desde a segunda metade do seculo XX, sendo estes testes
in vitro vantajosos em relagdo aos testes in vivo, principalmente no que diz respeito ao custo,
rapidez e sensibilidade (HENDRIKESEN, 1994).

O conceito do trés “Rs” (reduction, refinement e replacement — “The principle of
human experimental technique” — RUSSEL e BURCH, 1959) esta relacionado com o uso de
animais em laboratérios para pesquisas e ensaios, tendo este conceito o objetivo de reduzir o
ndmero de animais, refinar os métodos e técnicas de estudo e por fim substituir os métodos
existentes por metodologias alternativas, como por exemplo, os teste in vitro. Com o controle
cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais em pesquisas cientificas, hd a
necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a toxicidade de
xenobidticos. Varias sdo as vantagens do uso de cultivo priméario de células em ensaios
toxicoldgicos, dentre elas esta o fato dessas celulas conservarem boa parte das caracteristicas
bioquimicas dos tecidos intactos (SEGNER, 1998), permitindo extrapolar os resultados de
toxicidade dos poluentes para 0 organismo como um todo.

Ensaios in vitro empregando hepatécitos tém sido utilizados em diversos estudos de
hepatotoxicidade, genotoxicidade, processos de biotransformagdo, entre outros. O uso de
cultivo primario de hepat6citos de H. malabaricus para avaliar danos oxidativos causados por
estressores ambientais (Metil mercario - [MeHg] e Diclorodifeniltricloroetano - [DDT]) foi
desenvolvido e padronizado por Filipak Neto et al. (2007). Além disso, hepatdcitos de outras
espécies de peixes tropicais também j& foram utilizados para verificar estes efeitos quando
expostos & MeHg, PCBs (bifenilas policloradas), pesticidas organoclorados (BUSSOLARO et
al., 2010) e CYN (LIEBEL et al. 2011). Pelo nosso conhecimento, o presente trabalho é o

primeiro que aborda os danos oxidativos causados pela exposi¢do a CYN (extrato aquoso e
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toxina purificada) em cultura priméaria de hepatécitos de H. malabaricus. (PESONEN e
ANDERSSON, 1997).

Estudos tém relatado que os resultados dos testes de citotoxicidade in vitro de alguns
xenobidticos sdo positivamente correlacionados com os resultados de toxicidade aguda in
vivo, e, por conseguinte, 0s ensaios de citotoxicidade in vitro podem servir como uma
alternativa para o teste de toxicidade aguda de peixes (FENT, 2001; FELIPAK NETO et al.,
2007).

A toxicidade mediada pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ser definida
como os danos oxidativos celulares causados por espécies reativas de oxigénio ou radicais
livres (oxiradicais) e que podem ser produzidos naturalmente ou por alguma disfungéo
bioldgica.Entre as EROs mais importantes podemos destacar os radicais anion superoxido
(O5%), peréxido de hidrogénio (H2O2) e os radicais hidroxila (OH"), sendo os Ultimos,
oxidantes extremamente potentes capazes de reagir com biomoléculas importantes (DNA,
lipidios e proteinas), com diversos efeitos deletérios para as células, podendo levar a morte
das mesmas por necrose ou apoptose (WINSTON e DI GIULIO, 1991; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). O radical HO® é formado no organismo principalmente por
mecanismos de reacdo de H,O, com metais de transicdo (principalmente via reagdo de Fenton)
e por exposicao da agua a radiacdo ionizante (HALLIWELL et al., 1992).

Os poluentes presentes nos ambientes aquéaticos também podem exercerseus efeitos no
ambiente redox celular causando alguns danos oxidativos que incluem os danos ao sistema de
defesa antioxidante (AD) e os danos a macromoléculas (ALMROTH, 2008) de diferentes
classes de organismos. Cada vez mais, tanto a atividade das moléculas do sistema AD quanto
os danos oxidativos, tém sido utilizados como biomarcadores em estudos de monitoramento

ambiental, uma vez que as mudancas nas atividades destes biomarcadores (estimulo ou
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inibicdo) sugerem uma resposta adaptativa, ou até mesmo danosa, a exposicdo aos poluentes
ou seus metabolitos (BALLESTEROS et al., 2009).

Os modelos de estudo in vitro, principalmente os que utilizam linhagens de hepatécitos
de mamiferos, sdo muito aplicados em testes de toxicidade da CYN, inclusive na avaliagdo de
danos oxidativos (RUNNEGAR et al.,1994, 1995, 2002; FROSCIO et al., 2003, 2009). No
entanto, poucos estudam seus efeitos em células (linhagens ou cultivos primarios) de peixes,
sobretudo em peixes da fauna brasileira (LIEBEL et al., 2011).

Portanto, devido a escassez de informacbes a respeito da toxicologia da CYN,
principalmente em peixes e culturas primarias, o objetivo do presente capitulo foi avaliar os
efeitos das CYN (em diferentes concentragdes de extrato aquoso e toxina purificada) na
atividade de alguns biomarcadores do estresse oxidativo em cultura priméria de hepatocitos de

H. malabaricus.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar os efeitos hepatotdxicos do extrato aquoso contendo CYN e da CYN

purificada em cultura priméria de hepatdcitos de Hoplias malabaricus utilizando

diferentes biomarcadores do estresse oxidativo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a viabilidade celular;
Avaliar o desequilibrio oxidativo através dos seguintes biomarcadores:
a. Geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
b. Atividade da Catalase (CAT)
c. Atividade da Superoxido dismutase (SOD)
d. Atividade da G6PDH (Glicose 6-fosfato desidrogenase)
e. Atividade da Glutationa peroxidase (GPx)
f. Atividade da Glutationa redutase (GR)
g. Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

h. Contetdo de Glutationa reduzida (GSH)

Avaliar dano oxidativo através de Peroxidacdo de lipidios (LPO) e Carbonilagdo de

proteinas (PCO).

Avaliar danos ao DNA através ensaio cometa.
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3. MATERIAL E METODOS:

O cultivo da cepa CYP0O11K da espécie C. raciborskii, a purificacdo, extragdo e analise

da CYN estdo reportadas respectivamente nos itens 3.1 e 3.2 do Capitulo I.

3.1. Obtencéo, manutencéo e cuidado com os animais:

Exemplares de Hoplias malabaricus (300 - 500 g) foram adquiridos na piscicultura
Panama (Paulo Lopes — SC - Brasil) (http://www.pisiculturapanama.com.br) e transportados
para o Laboratério de Bioensaios do Departamento de Biologia Celular no Setor de Ciéncias
Bioldgicas da UFPR. Os peixes foram mantidos em tanques 500 litros de agua sob aeracédo
constante, contendo tubos de PVC no fundo para abrigo dos peixes. Por serem animais de
habito carnivoro, a cada trés dias, eles recebiam alevinos de carpa (Cyprinussp.), lambaris
(Astyanax sp.) ou pedacos de tecido muscular de animais previamente sacrificados, como

alimento.

Figura 16 — Tanques-rede (A) da Piscicultura Panama (Paulo Lopes — SC — Brasil). Foto da vista aérea do local
(B): Google Earth (2011 Google Inc.).
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3.2. Isolamento e Cultivo dos hepatdcitos de H. malabaricus:

Para o isolamento e cultivo dos hepatdcitos foi sequido o protocolo estabelecido por
Filipak Neto et al. (2007) com modificagdes de acordo com Liebel et al. (2011). E valido
destacar que todo material de disseccdo utilizado neste processo de remogdo do figado e
obtencéo dos hepat6citos foi previamente esterilizado em autoclave, luz ultravioleta e assepsia
com alcool etilico a 70%.

Foram utilizados de dois a trés exemplares de peixe para obtencdo das células para
cada experimento. Os animais foram previamente anestesiados com Benzocaina (200 ppm em
agua) e sacrificados por seccdo espinhal logo abaixo do crénio. Apds a remocéo das escamas,
0s animais sofreram assepsia com alcool etilico a 70% seguido de Clorexidina alcodlica a 2%.
E valido destacar que os primeiros peixes que foram sacrificados desta forma apresentaram
muitos codgulos nos vasos sanguineos do figado o que prejudicava a perfusdo deste 6rgdo.
Desta forma, optou-se por, ap0s o procedimento de anestesia, aplicar heparina
(aproximadamente 500 uL a 5.000 UL™) na veia caudal do animal para evitar a coagulacéo
sanguinea e facilitar o processo de perfusdo para remogao do sangue presente no 6rgéo. Logo
apos este procedimento, seguiu-se com assepsia e a secc¢ao espinhal conforme mencionado, e
entdo os animais foram levados para o fluxo laminar.

Os dois lobos do figado desses animais foram cuidadosamente removidos com auxilio
de pinga, tesoura e bisturi, e, posteriormente, colocados em tubos do tipo Falcon (por
aproximadamente 10-15 minutos) contendo uma solugdo de tampé&o fosfato salino (PBS pH
7.6) suplementado com antibidticos e fungicida (anfotericina-B (25 pg L), estreptomicina
(100 ug mL™) e penicilina (100 U mL™) afim de evitar possiveis contaminacdes.

Apos esse periodo, os lobos foram colocados em placas de petri, e em seguida foi

realizado o procedimento de perfusdo (com auxilio de seringa e agulha) com uma solucéo de
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PBS (pH 7.6) suplementado com EDTA (2,0 mM) e glicose (1,0 g L™). Apés a remogéo
completa do sangue, os lobos foram cuidadosamente cortados (com bisturi) em pedagos
pequenos (aproximadamente 0.2 - 0.3 c¢cm) e entdo, colocados em tubos do tipo Falcon
contendo uma solugéo de PBS (pH 7.6) suplementado com glicose (1,0 g L") e dispase (1 U
L™), utilizada para auxiliar e acelerar o processo de dissociacéo dos hepatécitos. Esse material
foi colocado em estufa (30° C por 1 hora). Em seguida, as células foram peneiradas em telas
de metal com aproximadamente 1 mm de porosidade afim de otimizar o processo de
dissociacdo. As células isoladas obtidas foram centrifugadas (2 a 3 vezes & 100-120 g durante
3-4 minutos) para remover os residuos celulares que por ventura tenham ficado na solugdo. As
células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado (D-glucose 2,0 g L™,
pH 7,6; NaHCO325 mM; insulina mista (0,1 UmL™); gentamicina (40 mgL™); estreptomicina
(1 pgmL™); penicilina (10 UmL™); anfotericina-B (2,5 pgL™); soro fetal bovino (5% viv)).

O nlmero e a viabilidade celular foram determinados por contagem em cdmara de
Neubauer em microscopio de campo claro através do teste de exclusdo do corante azul de
tripan (Tripan blue). A viabilidade prévia das células obtidas para os experimentos de
exposicdo a CYN esteve sempre acima de 95%.

Em seguida, as células foram semeadas em placas de cultivo celular (TTP® ou
Corning®) de 24 (1,0 x 10°células mL™) ou 96 pocos (3 x 10° células mL™), e mantidas por
72 horas (24° C e pCO; 1,7%) para adesdo e reorganizagdo celular. Apos esse periodo, as

células foram utilizadas para realizagéo dos ensaios.
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3.3. Desenho experimental para realizacdo dos ensaios:

A partir do cultivo primario dos hepatécitos estabelecido no item 3.4, foram

estabelecidos os grupos experimentais para avaliar a citotoxicidade da CYN em hepatocitos de

H. malabaricus (Figura 17 e 18):

1.

2.

Figura 17 -

Grupo “Controle”: grupo exposto ao veiculo da toxina (agua ultrapura);

Grupo “0,1”:

grupo exposto a 0,1 pg/L de CYN purificada;

Grupo “1”: grupo exposto a 1 pg/L de CYN purificada;

Grupo “10”: grupo exposto a 10 pug/L de CYN purificada;

Grupo “100”:
Grupo “0,1Ex”: grupo exposto a 0,1 pg/L de extrato aquoso contendo CYN;
Grupo “1EX”: grupo exposto a 1 pg/L de extrato aquoso contendo CYN;

Grupo “10EX”: grupo exposto a 10 pg/L de extrato aquoso contendo CYN;

Grupos

grupo exposto a 100 pg/L de CYN purificada;

Réplicas
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Esquema de divisdo dos grupos nos ensaios realizados em microplacas de 96 pogos da marca

Corning®. Biomarcadores avaliados com este modelo: CAT, SOD, G6PDH, GP, GR, GST, Viabilidade celular,

EROs e ensaio cometa.
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Figura 18 - Esquema de divisdo dos grupos nos ensaios realizados em microplacas de 24 pogcos da marca

Corning®. Biomarcadores avaliados com este modelo: GSH, PCO e LPO.

As células foram isoladas e cultivadas segundo o método descrito no item 3.4. O
tempo de adesdo e reorganizacao celular foi de 72 horas. Apds esse periodo, 75% do volume
de meio de cultura de cada pogo foram removidos e substituidos por meio contendo as
concentragdes citadas da toxina, e entdo, expostos por 72 horas. ApOs esse periodo de
exposicdo, cada pogo foi lavado duas vezes com PBS (pH 7,6) para remocdo completa do
meio de cultura. Em seguida, as placas foram congeladas (-76° C) promovendo o rompimento
celular para as andlises bioquimicas subseqlentes: atividades da catalase, superdxido
dismutase, glicose 6-fosfato desidrogenase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, e
glutationa S-transferase, e para os niveis de glutationa reduzida, carbonilagdo de proteinas e
peroxidacao de lipidios.

Para a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular e producdo de espécies reativas de
oxigénio, as células foram lavadas com PBS e utilizadas imediatamente. Para a realizagdo do

ensaio cometa, aos pogos lavados foi adicionada uma solugéo de PBS suplementado com
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tripsina por aproximadamente 20 minutos (tripsina 0,05%, EDTA dissddico 0,02%, 24 °C).

As células foram removidas junto com esta solucéo para realizagéo do ensaio.

3.4. Analises Bioquimicas:

O procedimento de célculo das atividades dos biomarcadores avaliados esta no anexo |

desta tese.

3.4.1. Avaliacdo da viabilidade celular:

A avaliacdo da viabilidade celular foi verificada através da incorporagdo do corante
vital vermelho neutro (neutral red) pelos hepatdcitos seguindo-se o método de Borenfreund et
al. (1988). Através desta metodologia foi possivel distinguir entre células vivas e danificadas
ou mortas atraves da medida de intensidade de cor da cultura celular.

Apos 72 horas de exposigdo e lavagem com PBS, acrescentou-se 0,2 mL de meio novo
contendo 50 ug mL™ de vermelho neutro. A incorporacio deste corante pelas células vivas foi
verificada ap6s 3 h de incubacdo (24 °C e pCO; de 1,7%,). Apds esse periodo, 0 meio de
cultura foi removido e as células lavadas (trés vezes) com uma solugéo fixadora de CaCl,
(cloreto de célcio) e formaldeido (100 gL™ de CaCl, em formaldeido 15% em &gua). Ap6s o
descarte desta solugdo, cada poco recebeu 0,3 mL da solugdo de &cido acético em etanol
(&cido acético a 1% em etanol & 50%). A placa foi agitada por 15 minutos, e aguardou-se 5
minutos para precipitacéo dos restos celulares e, entdo, 0,2 mL do sobrenadante foi transferido
para outra microplaca. A leitura das densidades Opticas foi realizada em espectrofotdmetro
(TECAN) a 540 nm. Com os valores obtidos calculou-se a média da porcentagem de

viabilidade celular em relacéo ao controle de células (100%).
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3.4.2. Deteccao de espécies reativas de oxigénio (EROs):

O principio deste método consiste na deteccdo de H,O, através do marcador
fluorescente diclorofluresceina diacetato (H,DCFDA). Explicando brevemente, a H,DCFDA
difunde-se passivamente nas células, e é desacetilada (DCFH2) e subsequentemente oxidada
originando 2-7-diclorofluresceina (DCF) fluorescente (BENOV et al., 1998).

Apos a exposicdo & CYN e lavagem com PBS, o meio de cultura foi removido e as
células incubadas (15 min. / 24 °C) com 200 pLde meio de cultura contendo H,DCFDA
(diclorofluoresceina acetato - 10 mM em DMSO 0,1%) no escuro. Em seguida as células
foram lavadas com PBS e posteriormente congeladas a -76 °C (para o rompimento celular).
Apos o descongelamento, 200 pL do lisado celular foram transferidos para uma microplaca
preta opaca para a medicdo de fluorescéncia usando o comprimento de onda de excitagéo de
488 nm e o comprimento de onda de emissdo de 530 nm (BENOV et al., 1998). Todo

procedimento foi realizado em gelo ao abrigo de luz.

3.4.3. Avaliagdo da atividade da Catalase (CAT):

O lisado celular foi suspenso em 100 pL de PBS gelado, transferidos para tubos de 1,5
mL e centrifugados (9.000 g / 20 min / 4 °C). Foram adicionados 640 pLde meio de reacdo
(H202 20 mM, Tris-base 50 mM, EDTA dissddico 0,25 mM, pH 8.0 a 25 °C) a 60 pL do
sobrenadante da amostra. A leitura foi feita como descrito no item 3.5.1 do capitulo Il desta

tese.
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3.4.4. Avaliacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD):

O lisado celular foi descongelado, ressuspenso em PBS e colocado em microtubos de
1,5 mL e, entdo, centrifugadas (12.000 g / 20 min / 4 °C). O procedimento de leitura foi o

mesmo ao descrito no item 3.5.2 do capitulo 1l desta tese.

3.4.5. Avaliacgdo da atividade da Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH):

As amostras em placas de 96 pogos foram descongeladas em gelo, e a cada poco foram
adicionados 150 pL de PBS para ressuspensdo do contelido intracelular. Em seguida, as placas
foram centrifugadas (2.800 g / 10 min/ 4 °C) e, por fim, um volume de 50 pL do sobrenadante
(PBS para o branco) e 150 puL de meio de reagcdo (com as mesmas especificacOes de
concentragdes de reagente e procedimentos de leitura do item 3.5.3 do capitulo Il desta tese)
foram adicionados a uma microplaca. A absorbancia foi monitorada & 340 nm durante 3 min.
em intervalos de 10 s. O coeficiente de extingdo molar para 0 NADPH de 6,22 mM™.cm™ foi

utilizado para o célculo da atividade da G6PDH.

3.4.6. Avaliagdo da atividade da Glutationa peroxidase (GPx):

As amostras foram descongeladas em gelo, ressuspensas em 100 pL de PBS e

centrifugadas para obtengdo da fragdo S9 (fragdo sobrenadante resultante de centrifugacéo a

9.000 x g). Para o ensaio foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 3.5.4 do

capitulo Il desta tese.
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3.4.7. Avaliagdo da atividade da Glutationa redutase (GR):

Para este ensaio, 50 uL de amostra (PBS para o branco) obtidas da fragdo S9, e 100 pL
de meio de reagdo foram adicionados a uma nova microplaca de acordo com a metodologia

descrita no item 3.5.5 do capitulo 11 desta tese.

3.4.8. Avaliacgdo da atividade total das isoformas GST:

As células cultivadas nas microplacas de 96 pocos foram lavadas com PBS e
congeladas a -76 °C. Apo6s o descongelamento, o lisado celular foi suspenso em 150 plLde
PBS e as microplacas foram centrifugadas (2.800 g / 10 min / 4 °C). Em seguida, 30 pL do
sobrenadante (PBS para o branco) e 170 uL de meio de reacdo foram colocados em novas

microplacas, de acordo com o método descrito no item 3.5.2 do capitulo | desta tese.

3.4.9. Avaliacéo dos conteudos de GSH:

O lisado celular foi suspenso em 100 uL de PBS, transferidos para tubos de 1,5 mL e
centrifugados (10.000 g / 10 min / 4 °C). Para as leituras seguiu-se 0 mesmo procedimento

descrito no item 3.5.3 do capitulo | desta tese.

3.4.10. Avaliacédo da LPO:

O lisado celular foi resuspenso em 250 pL de PBS gelado e transferido para tubos de
1,5 mL e entédo centrifugado (10.000 g /5 min/ 4 °C). Um volume de 200 pL de sobrenadante
(PBS para o branco) foi transferido para outro tubo e misturado com 500 pL de solugéo de
reacdo, sendo os procedimentos seguintes realizados de acordo com o método j& descrito no

item 3.5.4 do capitulo | desta tese.
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3.4.11. Avaliagdo da carbonilacéo de proteinas (PCO):

O lisado celular foi ressuspenso em 300 pL de PBS, transferido para um tubo de 1,5
mL e centrifugado (12.000 g / 20 min,/ 4 °C). Um volume de 200 pL de sobrenadante foi
transferido para um tubo de 2,0 mL e misturado em vortex com 500 pL de solugdo DNPH. O

procedimento de analise foi semelhante ao apresentado no item 3.5.9 do capitulo 1l desta tese.

3.4.12. Ensaio cometa:

Este ensaio permite verificar a presenca de quebras simples, sitios l&beis alcalinos e
crosslinks resultantes da acdo de compostos genotdxicos que podem alterar a estrutura do
DNA das células. Desta forma, apds aplicacdo de corantes especificos e campo elétrico, se
podem visualizar em microscopio de fluorescéncia a migragdo do DNA, que se assemelha a
um cometa (SINGH et al., 1988).

Para o Ensaio Cometa foi utilizado o protocolo de Singh et al. (1988), com algumas
modifica¢des. Células dissociadas foram ressuspensas em agarose de baixo ponto de fuséo a
0,5% e estendidas sobre laminas de vidro cobertas previamente com agarose de ponto de fuséo
normal a 1,5%. Apds a solidificagdo da agarose as laminas foram colocadas em solugéo de lise
(NaCl 220 mM, EDTA 9 mM, Tris-base 0,9 mM, Triton X-100 1%, DMSO 10%, sarcosianato
de sddio 0,9%, pH10) por 24h a 4°C. Em seguida, as ldminas foram reservadas em tampé&o de
eletroforese (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, DMSO 2%, pH>13) por 25 min, e entdo
submetidas a uma corrida eletroforética (25 V e 300 mA) por 25 min. Em seguida, as laminas
foram neutralizadas em solugéo de Tris-HCI 400 mM (pH 7,5) por 15 min e preservadas por
etanol PA por 10 min. Por fim, o DNA foi fluorescentemente marcado com 2 pg mL™? de

brometo de etidio. Um escore para cada Idmina foi calculado através de uma média ponderada
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da classe de dano pela porcentagem de incidéncia do mesmo (Escore = (classe do dano x % de
incidéncia)). ldentificou-se 4 classes de danos (classes 0, 1, 2, 3 e 4) de acordo com o grau de

fragmentacdo do DNA.

3.4.13. Quantificacdo de proteinas totais:

A quantificagdo de proteinas totais foi realizada conforme descrito no item 3.5.5 do

Capitulo 1.

3.5. Analises estatisticas dos dados:

Para cada biomarcador analisado, foram realizados trés experimentos independentes.
Em cada experimento foi empregado um pool de células provenientes do figado de 3 peixes.
Para a avaliacdo dos dados do ensaio cometa empregou-se o teste de Kruskal-Wallis. J& para a
avaliacdo das diferencas encontradas nos ensaios com biomarcadores foi utilizado a Analise

de Variancia (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey-Kramer.
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4. RESULTADOS:

O dados brutos em relagdoas analises estdo no anexo 2 desta tese.

4.1. Viabilidade celular:

A viabilidade celular diminuiu significativamente em todos os grupos testados. Os

grupos 1E e 10E tiveram os menores percentuais de viabilidade em relagdo ao grupo controle

(uma reducdo da viabilidade celular de 22,5% e 20,8%, respectivamente) (Figura 19).

120

100 L e e

*kk ok *kk Sedede
*kk

©

c
@ J
=

> -

= 60

=
o) .

3

? 40
s

20

T T T
Controle 0,1 1,0 10 100 O,1Ex 1,0Ex 10Ex

Numero de células viaveis por 100 células

Figura 19 - Viabilidade celular estimada através de ensaio com vermelho neutro (neutral red). Média + desvio
padréo. Viabilidade em nimero de células viaveis a cada 100 células. Grupos expostos a toxina purificada (0,1;
1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E). Asteriscos, ** e ***, referem-se a p < 0,01
e p < 0,001, respectivamente (em comparagdo com o grupo controle). Total de réplicas = 18 (3 experimentos

independentes).

4.2. Atividades enzimaticas das CAT, SOD, G6PDH, GPx, GR e GST:

A atividade enzimatica da CAT ndo sofreu alteracdo significativa em nenhum dos
grupos testados (Figura 20). No entanto, mesmo sem essa diferenca e apesar do alto desvio-
padrdo, verificamos que o grupo 100 teve um valor médio mais alto na atividade desta enzima

(aumento de 23,7% em relacdo ao grupo controle).
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Figura 20 - Atividade especifica da CAT. Média + desvio padrdo. Atividade em milimoles de peroxido de
hidrogénio degradado por minuto por miligrama de proteinas totais. Total de réplicas por grupo = 33-36 (3

experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso
contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E).

Para a SOD, somente 0 grupo 10E teve uma reducéo significativa em sua atividade

(26,6%, p < 0,05) (Figura 21).
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Figura 21 - Atividade especifica das SOD. Média + desvio padréo. Atividade em micromoles do tioéter GSH-
CDNB formado por minuto por miligrama de proteinas totais. * = p < 0,05. Total de réplicas por grupo = 30-33

(3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso
contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E).

Para a G6PDH, ndo houve diferencga estatistica significativa entre os grupos testados

em relagéo ao controle (Figura 22).
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Figura 22 - Atividade especifica da G6PDH. Média * desvio padrdo. Atividade em micromoles de NADPH
formado a partir da reducdo do NADP™ por minuto por miligrama de proteinas totais. Total de réplicas por grupo
= 30-33 (3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato
aquoso contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E).

Né&o houve diferenca nas atividades de GPx em nenhum grupo testado (Figura

23).
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Figura 23 - Atividade especifica da GPx. Média + desvio padrdo da média. Atividade em micromoles de NADP*
reduzido a NADPH por minuto por miligrama de proteinas totais. Total de réplicas por grupo = 24-28
(3experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso
contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E).

A GR sofreu reducdo significativa na sua atividade em todos os grupos (1 — 25,4%; 10

- 30,8%; 100 — 52,8%; 0,1Ex — 65,7%; 1Ex — 50,7%; 10Ex — 49,5%), exceto no grupo 0,1
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exposto a toxina purificada (reducéo de 14,6%). A comparagao entre 0S grupos expostos ao
extrato e toxina purificada mostrou diferenca significativa entre os grupos 0.1 e 0.1E (60%) e
0s grupos 1 e 1E (34%). Ja na comparacdo entre os grupos 10 e 10E, ndo se observou

diferenca significativa, no entanto, houve 27% de reducdo do grupo 10E em relacdo ao

grupol0 (Figura 24).
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Figura 24 - Atividade especifica da GR. Média + desvio padrdo. Atividade em micromoles de NADPH oxidado a
NADP* por minuto por miligrama de proteinas totais.* = p <0,05, ** =p < 0,01 e *** = p < 0,001. Total de
réplicas por grupo = 26-29 (3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e
100) e ao extrato aquoso contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E).

Para a GST, houve um aumento significativo na atividade destas enzimas apenas no

grupo 10E (33,3%) (Figura 25).
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Figura 25 - Atividade especifica de diferentes isoformas da GST. Média + desvio padrdo. Atividade em
micromoles do tioéter GSH-CDNB formado por minuto por miligrama de proteinas totais.* = p < 0,05
(asteriscos em comparagdo com o grupo controle). Total de réplicas por grupo = 29-32 (3 experimentos
independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso contendo CYN
(0,1E; 1,0E e 10E).

4.3. Contelido de GSH:

O conteudo de GSH aumentou significativamente apenas no grupo 100 (71,5%).

(Figura 26).
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Figura 26 - Contetido de GSH. Média * desvio padrdo. Concentragcdo em micromoles de GSH por miligrama de
proteinas totais. * = p < 0,05 (asteriscos em comparagdo com o grupo controle). Total de réplicas por grupo = 12
(3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso
contendo CYN (10E).
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4.4. Peroxidacao de lipidios (LPO) e Carbonilacao de proteinas (PCO):

A LPO aumentou significativamente somente no grupo 10E (75,8%) (Figura 27).
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Figura 27 - Peroxidagdo de lipidios — concentragdo de hidroperoxidos lipidicos. Concentracdo em micromoles de
hidroperoxidos por miligrama de proteinas totais. Média + desvio padrdo. * = p < 0,05 (asteriscos em
comparagdo com o grupo controle). Total de réplicas por grupo = 12 (3 experimentos independentes). Grupos
expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso contendo CYN (10E).

A PCO diminuiu apenas no grupo 10E (30,3%). Nos demais grupos testados néo

houve diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (Figura 28).
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Figura 28 - Carbonilacdo de proteinas. Concentracdo de proteinas carboniladas em micromoles de carbonilas por
miligrama de proteinas totais. Média + desvio padrdo. *** = p < 0,001 (asteriscos em compara¢cdo com 0 grupo
controle). Total de réplicas por grupo = 12 (3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada
(0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso contendo CYN (10E).

4.5. Detecgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs):

Os niveis de peroxido de hidrogénio (H,O,) aumentaram significativamente somente
no grupo 100 (40%) (Figura 29), embora ndo tenha sido possivel realizar os testes com o

extrato aquoso.
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Figura 29 - Produgdo de espécies reativas de oxigénio. Producdo de EROs em unidade relativas de intensidade
de fluorescéncia. ** = p < 0,01 (asteriscos em comparagdo com o grupo controle). Total de réplicas por grupo =

26-29 (3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada (0,1; 1,0; 10, e 100).

4.6. Ensaio cometa:

Na avaliagdo de genotoxicidade, através do ensaio cometa, 0s nucledides foram
classificados pela atribuicdo de um valor numérico de acordo com o comprimento dos “rastros
de DNA”. Para isso, um escore de dano foi calculado (Figura 30 e tabela 2). Ndo houve

diferencas estatisticas significativas entre os grupos testados.

96



400

3004

el L]

100

0

Escores
¥ (Classe de danos x porcentagem de incidéncia).

T T T T T T T T
Controle 0,1 1,0 10 100 O0,1Ex 1,0Ex 10Ex

Figura 30 - Escores de danos ao DNA. Média + erro padrdao da média. Escore = (classe do dano x % de
incidéncia). Total de réplicas por grupo = 9 (3 experimentos independentes). Grupos expostos a toxina purificada
(0,1; 1,0; 10, e 100) e ao extrato aquoso contendo CYN (0,1E; 1,0E e 10E).

Tabela 1 - Percentagem de incidéncia das classes de dano ao DNA (0, 1, 2, 3 e 4) e escores.

Grupos 0 1 2 3 4 scores

115+ 30.6+ 419+

Controle 114 144+80 15.3 23.6 44+43 2159+585
13.2 + 319+ 37.6+

0.1 15.1 14.8+9.9 10.6 24.0 26+4.6 201.7+66.3
15.6 + 30.4 +

1.0 13.5 120+69 335+94 217 27+3.6 209.9+64.1
145 + 328+

10 11.6 18.3+9.6 31.2+9.1 19.4 35+43 192.8+54.3
19.5 + 20.4 +

100 13.4  19.0+8.9 28.3+9.6 18.7 39+76 179.3+60.9
19.7 + 18.9 + 30.1+ 20.0 +

0.1E 11.6 10.9 12.1 18.2 23+35 175.4+46.0
179 + 40.1 +

1E 14.7 15.1+9.8 22.7+7.8 21.9 42+73 197.5+67.0
20.8 + 28.8 +

10E 16.8 17.2+77 283+77 19.6 49+67 179.8+66.2

Média + erro padrdo da média. Escore = (classe do dano x % de incidéncia). Total de réplicas por grupo = 9 (3
experimentos independentes).
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5. DISCUSSAO:

Os usos de linhagens celulares ou de cultivos primarios de células animais representam
ferramentas preciosas e indispensaveis para os estudos de toxicidade envolvendo diferentes
classes de xenobidticos, uma vez que estas células, principalmente as provenientes de cultivos
primarios, representam modelos muito proximos da realidade in vivo (FILIPAK-NETO et al.,
2006). Em comparagdo com as técnicas in vivo, as técnicas in vitro oferecem algumas
vantagens, principalmente no que se refere as questdes éticas e econdmicas.

As técnicas para obtencéo dos hepatocitos para cultivos priméarios sdo bem difundidas
desde o final da década de 1960 (BERRY e FRIEND, 1969), e Filipak Neto e colaboradores
(2006) padronizaram este método para uma espécie nativa brasileira, Hoplias malabaricus,
constituindo o primeiro estudo para esse tipo de cultivo com uma espécie de peixe nativa.

Seguindo o mesmo protocolo, ndo foi possivel obter o mesmo rendimento celular que
0s autores citados obtiveram. Problemas de contaminacdes, ndo-adesao das células aos pogos
das microplacas, baixo rendimento e morte celular foram frequentes. Por isso, algumas
adequacdes aos procedimentos de isolamento foram implementadas, como por exemplo, o
choque com antibioticos e antifingicos, uso de enzimas (dispase) para auxiliar na dissociacéo
celular e adigéo de glicose em algumas etapas do procedimento. Fato este que aumentou a
sobrevida das células. Ao final, houve melhora consideravel na obtencdo e rendimento
celulares, entretanto, os problemas ainda permaneciam em alguns casos.

Uma possivel explicacdo para a ndo-adesdo das células seria o fato de termos utilizado
microplacas (marca Corning®) sem pré-tratamento com matrigel ou coldgeno (tipo I) para
facilitar a adesdo, o que ndo explica totalmente o observado, visto que Filipak Neto et al.,

(2006) utilizaram garrafas de cultura da mesma marca e sem pré-tratamento e tiveram sucesso.
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Em relagdo & viabilidade e o baixo rendimento celular, ja foi previamente descrito que
a “espécie doadora” tem papel crucial no sucesso das culturas (FAISAL et al., 1995). No
presente estudo, alguns espécimes de peixes coletados estavam, aparentemente, em perfeito
estado nutricional e de salde, o que viabilizaria células saudaveis para cultura. Entretanto,
outros individuos ndo o estavam, impossibilitando a obtencdo de células vidveis para o
cultivo. Portanto, o estado geral de salde do animal utilizado para obtencdo de células para
cultivo dever ser minuciosamente considerado antes do inicio dos experimentos para obtengédo
de cultivos celulares primérios.

Estes fatos (morte e baixa viabilidade celular, ndo-ades&o, contaminacgdes e peixes em
estado de salide ndo-ideais) levaram a eliminacdo de alguns grupos de exposi¢ao a toxina, que
teriam sido importantes neste estudo, como por exemplo, 0s grupos expostos ao extrato toxico
para verificagdo da geracdo de ERO.

Além disso, a logistica na montagem dos grupos de exposicdo (Figuras 17 e 18) levou
a excluséo de alguns quando expostos em microplacas de 24 pogos. Alguns cultivos realizados
nesse tipo de microplacas foram imprescindiveis, jA& que havia necessidade de altas
concentragdes de proteinas para a realizago dos ensaios bioquimicos (ex. GSH, LPO e PCO).
Apesar desse fato, acreditamos que discussoes altamente relevantes com os resultados obtidos
sdo perfeitamente cabiveis em relacdo aos efeitos citotoxicos da CYN (purificada e extrato
aguoso).

O figado e suas principais células constituintes, os hepatdcitos, sdo 6rgdo/células-alvo
da acdo de inumeros xenobidticos, inclusive as cianotoxinas. Os mecanismos de lesdo
hepética causada por xenobioticos ndo-naturais foram amplamente estudados nos ultimos
anos, no entanto, os efeitos causados por cianotoxinas (exceto para microcistinas),
principalmente a CYN, s&o descritos em estudos ainda reduzidos e recentes, sobretudo como

agentes atuantes no deshalango do ambiente redox celular. Por isso, 0s mecanismos
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detalhados de toxicidade hepatica da CYN ainda ndo séo claros (WILLIAMS e JAESCHKE,
2011).

J& foi mostrado que os cultivos primarios de hepatocitos podem ser utilizados como
modelos celulares sensiveis para os ensaios de citotoxicidade da CYN (LIEBEL et al., 2011).
Nesse sentido, investigamos os efeitos da CYNp e CYNex em cultura priméria de hepatdcitos
de um peixe neotropical de fundamental importancia ecoldgica e econémica.

Com base nos resultados observados podemos constatar que o ensaio de viabilidade
celular foi um dos pardmetros que se mostrou mais sensivel aos efeitos da CYN. Em ambos 0s
grupos testados houve uma reducdo significativa em relacéo a viabilidade celular (média de 20
* 2%) revelando que a CYN, presente tanto no extrato aquoso quanto de forma purificada, foi
citotoxica aos hepatdcitos em todas as concentracdes testadas. A viabilidade celular € um dos
ensaios de citotoxicidade mais utilizados para avaliar os efeitos de um contaminante. Este
ensaio avalia o percentual de células saudaveis numa dada populagdo de células exposta a um
dado xenobidtico. Um decréscimo na viabilidade destas células pode ser interpretado como
resultado dos efeitos toxicos causados por algum estressor. Neste estudo, foi utilizado o teste
de incorporagdo/exclusdo do corante vital vermelho neutro que avalia a integridade e
permeabilidade da membrana lisossomal (FAUTZ et al., 1991). Esta redugdo da viabilidade
celular causada pela CYN j4 foi verificada em outros estudos utilizando cultura primaria de
hepatdcitos de peixes de outra espécie (Prochilodus lineatus) (LIEBEL et al., 2011) e
linhagens celulares diversas (CHONG et al., 2002; NEUMANN et al., 2007; FROSCIO et al.,
2009; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2011a; 2012a).

De fato, a reducéo na viabilidade celular pode estar intimamente ligada & geracéo e,
consequentemente, aos efeitos deletérios das ERO. J4 foi verificado que a CYN aumenta a

producdo de ERO em diferentes linhagens celulares (LIEBEL et al., 2011; GUTIERREZ-
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PRAENA et al., 2011a) portanto, podemos considerar que trata-se de uma caracteristica da
toxicidade desta cianotoxina, no entanto, ainda pouco elucidada.

No presente estudo, a ERO avaliada (H20,) somente aumentou no grupo exposto a
concentracdo mais alta de CYNp, muito embora ndo tenha sido realizado o ensaio com o
extrato, que poderia até mesmo ser mais toxico.Este aumento de ERO pode ter causado um
desbalanco no ambiente redox celular, levando a redugdo da viabilidade celular dos
hepat6citos. Liebel et al. (2011) observaram que a CYNp, mesmo em baixas concentragdes
(0,1 ugL™) produz EROs, e além disso, ainda é capaz de inibir a atividade do complexo MXR
(multi-xenobiotic resistance) o que pode impedir o efluxo de agentes tdxicos, sejam eles as
ERO ou a CYN propriamente dita. Humpage et al. (2005) afirmaram que a relagdo entre
formacédo de ERO e citotoxicidade causada pela CYN néo era clara em hepat6citos de ratos.
No entanto, o presente estudo mostra que as ERO podem estar associadas diretamente a
toxicidade da CYN em hepat6citos de trairas, uma vez que essas ERO (H,0;) séo capazes de
transpor as membranas celulares e gerar o radical OH™ que por sua vez é extremamente reativo
e pode causar danos @ DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo e
mitocondrial.

O aumento na producdo de EROs nos hepatdcitos via exposicdo a CYN pode estar
intimamente relacionado com o metabolismo mitocondrial dessas células, e como ja
mencionado, pode conduzir & morte celular por necrose ou apoptose, além de genotoxicidade.
Portanto, o presente trabalho se propde a sugerir um mecanismo alternativo (Figura 31). A
toxicidade da CYN depende da metabolizacdo pelas enzimas do complexo CYP450
(HUMPAGE et al. 2005), onde a atividade deste complexo é bastante elevada nos hepatdcitos.
O aumento da producéo de H,O, (e até mesmo outras EROs ndo avaliadas neste trabalho)
induzida pela CYN, ou o desbalanco no ambiente redox dos hepatdcitos, pode aumentar o

influxo de célcio para a matriz mitocondrial, e esse fator tende a afetar a permeabilidade
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mitocondrial (MPT - “Mitochondrial Permeability Transition”), aumentando-a. Entretanto,
ndo se sabe se: (i) 0 aumento das EROs se da por causa da alteracdo da MPT ou (ii) a MPT &
uma consequéncia da liberagdo das EROs. Independente da causa,a consequiéncia disso vai
desde a liberac@o de fatores apoptoticos (ZEGURA et al., 2011; STRASER et al., 2012), perda
de potencial de membrana mitocondrial (PMM) com deplecédo da sintese de ATP e aumento
(retroalimentacdo) na producdo de EROs, todos tendo como consequéncia final a morte
celular. Na presenca de elevadas concentracfes de célcio intracelular a MPT € induzida o que,
por sua vez, pode estimular mais abertura de poros da membrana mitocondrial, gerando um

ciclo de feedback positivo.
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Figura 31 - Proposicdo de mecanismo alternativo de hepatotoxicidade ap6s exposicdo a CYN através da

formacdo de ERO, e conseqiiente morte celular.

Sabe-se que as microcistinas sdo capazes de aumentar o influxo de célcio em
mitocOndrias de hepatdcitos de ratos (DING et al., 2001) e que alguns fA&rmacosmetabolizados
pelas enzimas do complexo CYP450 - alcaléides, assim como a CYN - possuem mecanismo
semelhante de atuacdo em hepatdcitos humanos, ou seja, aumentando MPT e levando ao
aumento de ERO e causando a morte celular por necrose (TAY et al., 2005). A capacidade de
a CYN induzir a MPT pode ser um aspecto importante da sua hepatotoxicidade, e isso levaria

a uma diminuicdo da fun¢do mitocondrial das células expostas.
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A possivel toxicidade mitocondrial causada pela CYN, e que pode ser mediada pelas
EROs, pode ser explicada por mecanismos que ja foram observados em outros compostos
nitroaromaticos. Similar a esses outros compostos, a CYN pode ter seus grupamentos
nitrogenados reduzidos a uma amina primaria e, durante esse ciclo redox, o oxigénio
molecular seria reduzido a&nions superéxido (BERNAREGGI, 1998), que é uma potente
EROs, e que levaria a mitocondria ao estresse oxidativo e, consequentemente, a MPT
(KOWALTOWSKI et al., 2001). Além disso, sabe-se que, nesses compostos, a formacdo da
EROs é uma consequiéncia da MPT e ndo a sua causa (TAY et al., 2005). Logo, este pode ser
0 mecanismo de toxicidade importante associado a CYN e EROs.

Como mencionado, as EROs podem causar efeitos danosos em algumas
macromoléculas, entre elas as membranas celulares. A oxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados, presentes nas membranas celulares e lipoproteinas, é uma caracteristica
peculiar das EROs, fendmeno este que é conhecido como peroxidacéo lipidica (LPO). A LPO
pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos resultante da acdo das EROs
sobre os lipidios insaturados das membranas celulares alterando a sua permeabilidade,
podendo levar a morte celular (BENZIE, 1996). Nas células, a LPO pode ocorrer
principalmente por duas vias distintas: uma via enzimatica (ciclooxigenases e lipoxigenases,
que participam da oxigenagdo dos acidos graxos poliinsaturados) e outra via ndo-enzimatica,
que envolve a participagdo das EROs e outros radicais livres (PORTER et al., 1995). No
presente estudo, notavelmente, ndo foi observado aumento significativo na concentragdo de
hidroperoxidos lipidicos em nenhum grupo exposto & CYN purificada, embora possa haver
uma tendéncia ao aumento na concentragdo desses metabdlitos na maior concentracdo deste
grupo. Esse resultado pode ser explicado pelos niveis de ERO em CYNp semelhante ao grupo
controle (exceto o grupo 100 pgL™), e também pela possivel eficiéncia de GSH e das enzimas

CAT, GPx e SOD que sdo as principais responsaveis pela remocéo de H,O, (CAT e GPx) e
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Oz (SOD). Em CYNex, as células expostas a maior concentragdo de toxina apresentaram
concentragdes significativamente altas de hidroperdxidos lipidicos e, somado ao fato de ter
sido verificado um decréscimo na atividade da SOD nesta concentracdo, podemos supor que
0 acmulo de Oz'nos hepat6citos pode ter levado ao aumento de LPO. Este resultado sugere
que outras moléculas presentes neste extrato aquoso sejam citotoxicas e ndo somente a CYN
propriamente dita. Além disso, estes resultados nos permitem inferir que a redugdo da
viabilidade celular dessas nos hepatdcitos pode ndo ter ligagdo com este tipo de dano celular.

Algumas moléculas desempenham papel crucial na defesa antioxidante, na
manuten¢do da homeostase celular e na desintoxicagdo de varios xenobidticos. A glutationa
(GSH) realiza todas essas fungOes. Na presenca de GSH, a glutationa peroxidase (GPx)
catalisa a reducdo de hidroperoxidos organicos ou peroxido de hidrogénio formando
glutationa dissulfeto (GSSG). A formagéo de GSSG ou conjugados de GSH podem resultar na
deplecdo de GSH celular, mas que pode ser reposta por duas vias principais: (i) através da
reducdo da GSSG via glutationa redutase (GR) e atraves de sintese de novo em um ciclo
chamado y-glutamil (MEISTER E ANDERSON, 1983). J4 foi reportado que a CYN causa
reducdo tanto nos niveis quanto na sintese de GSH em hepatdcitos de mamiferos
(RUNNEGAR et al, 1994;1995; HUMPAGE et al., 2005) no entanto, foi sugerido que isto
ndo contribui significativamente para a toxicidade da CYN (NORRIS et al., 2002). Em nossos
resultados, observamos que houve aumento significativo nas concentragcbes de GSH somente
nas células expostas a maior concentracdo de CYNp, indicando que possivelmente a células
estariam tentando combater as EROs geradas naquele grupo.

Um desequilibrio na razdo GSH/GSSG no ambiente redox intracelular pode ser muito
danoso para célula (SCHAFER E BUETTNER, 2001). Como citado anteriormente, esse
balanco é mantido basicamente por quatro moléculas: (i) GSH e GSSG propriamente ditas, (ii)

GR e (iii) GPx. Adicionalmente, a reducéo de GSSG a GSH, através da GR, € dependente de
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NADPH, molécula esta que pode ser regenerada pela acdo da enzima G6PDH (KLETZIEN et
al., 1994; SCHAFER E BUETTNER, 2001). Portanto, qualquer alteracdo na concentragdo ou
atividade destas moléculas pode acarretar o desbalango deste microambiente. No presente
estudo observamos que ndo houve alteragéo significativa nas atividades da G6PDH e GPx, e
que portanto, em teoria, 0 suprimento de NADPH e formacdo de GSSG estariam em perfeita
manutencdo. Porém, a atividade da GR esta significativamente baixa em quase todos os
grupos testados (exceto 0,1 pugL™ CYNp), isto poderia alterar a formagéo de GSH, fato que
ndo foi observado neste estudo. Alguns estudos mostram que a GSH estaria envolvida
diretamente na remogdo de xenobidticos e EROs (GUTIERREZ-PRAENA et al., 2012a),
entretanto, como mencionado anteriormente, alguns autores afirmam que o mecanismo toxico
da CYN nédo depende de GSH (NORRIS et al., 2002; HUMPAGE et al., 2005). Portanto,
ainda sdo inconclusivas as respostas frente a funcdo exata da GSH para exposicdo a CYN uma
vez que a medigdo direta do conjugado CYN-GSH ainda ndo foi estudada.

Além de causar danos oxidativos em diferentes tipos celulares, a CYN é capaz de
causar danos genotdxicos importantes tanto in vitro quanto in vivo (HUMPAGE et al., 2000;
SHEN et al.,, 2002; ZEGURA et al.,, 2011; STRASER et al., 2012). A presenca de um
grupamento uracila na molécula de CYN leva a crer que este pode reagir com 0S grupos
adenina do DNA ou RNA interferindo na sintese desses acidos nucléicos, levando a mutagdes
e processos carcinogénicos, no entanto, para ter essa caracteristica pro-genotoxica a CYN
precisa ser metabolicamente ativada por enzimas do complexo CYP450 e, somado ao fato que
culturas primérias de hepatdcitos de peixes sdo capazes de manter constantes seus niveis de
CYP450 por até 5 dias (PESONEN E ANDERSSON, 1991) era esperado que houvessem
danos tanto ao DNA quanto as proteinas, principalmente no grupo CYNp100 j& que havia
altas concentracdes de EROs, os quais podem interagir com estas biomoléculas, danificando-

as. Entretanto, ndo foram observados danos ao DNA e proteinas neste estudo, indicando que o
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mecanismo de defesa antioxidante (principalmente GSH) assim como o0 mecanismo de reparo
dos hepatdcitos foi muito eficiente nesse sentido ou ainda, que o mecanismo de toxicidade da
CYN, neste caso especifico, ndo envolve danos a estas moléculas. Além disso, o tipo celular e
a espécie do animal, bem como a concentragdo de CYN utilizada, podem ter sido cruciais nos
resultados apresentados.

Resultados semelhantes jA foram observados em outros estudos com linhagens de
células de mamiferos (FESSARD E BERNARD, 2003; LANKOFF et al., 2007; BAZIN et al.,
2010) e peixes (LIEBEL et al, 2011). Os danos ao material genético podem ser observados
através de biomarcadores citogenéticos, entre eles os que utilizam a técnica e ensaio cometa
(SALVADORI et al.,, 2003) que detecta danos recentes, como por exemplo, quebra nas
cadeias simples duplas de DNA ou sitios alcali-l1abeis mas que ainda sdo passiveis de corre¢do
(GROFF et al., 2010).

Os aspectos toxicologicos de uma determinada substancia podem ser verificados
através de diferentes abordagens. Nesse sentido, o cultivo primério de células se mostra uma
ferramenta importante uma vez que estas células conservam as caracteristicas basicas dos
modelos in vivo (BAKSI e FRAZIER, 1990). Logo, modelos in vitro empregando cultivo
primério de hepatocitos sdo ferramentas aplicaveis em diversos estudos, jA que este tipo
celular sdo células muito versateis do ponto de vista metabélico, respondem aos sinais para 0s
quais eles respondiam antes da dissociacdo do figado e sdo ricos em enzimas de metabolismo
de drogas e xenobioticos (GUILLOUZO et al., 1990).

Os resultados apresentados, tanto no estudo in vivo quanto no in vitro, mostraram que a
CYN foi capaz de provocar danos oxidativos no cérebro, figado (Capitulo | e 1) e hepatdcitos
dos animais expostos. Abordando mais especificamente o tecido hepético, nota-se que a
peroxidacdo de lipidios ocorreu tanto no 6rgdo quanto nos hepatdcitos, ja a carbonilacéo de

proteinas ocorreu somente no figado dos animais. Tal resultado sugere que a metabolizacdo da
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CYN no figado integro pode ter levado & PCO, ao passo que esta metabolizagdo decresce ao
longo do tempo no hepatdcito.

Como mencionado nos capitulos anteriores, estudos comparando os efeitos da CYN
purificada com a CYN presente em extrato aquoso ainda sdo escassos. Artigos cientificos
mostram que o extrato toxico de cianobactérias pode conter diferentes compostos bioativos,
que ndo sdo as cianotoxinas conhecidas, mas sdo capazes de causar efeitos danosos aos
organismos expostos tanto em ensaios in vitro quanto in vivo (FALCONER, 2007; PUERTO
et al., 2011b; HUMPAGE et al., 2012).0 estudo do desenvolvimento embrionario de peixes
zebra (Danio rerio) expostos o extrato toxico aquoso de Cylindrospermopsis raciborskii (cepa
CYPO011K) contendo CYN indicou que este chega a ser 200 vezes mais toxico do que a toxina
purificada (comunicacéo pessoal).

Nesse sentido dois grandes grupos foram testados neste estudo: o grupo exposto a
CYN purificada (CYNp) e aguele exposto ao extrato aquoso contendo CYN (CYNex) em H.
malabaricus tanto in vivo como in vitro. De maneira geral, o0 extrato aquoso se mostrou mais
toxico, tanto in vitro (reducéo da viabilidade celular e LPO) quanto in vivo (LPO no cérebro e

figado, PCO no figado, maior nimero de injurias (histopatologia) e maior indice de Bernet).
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6. CONCLUSOES:

O uso de culturas primérias de hepatocitos de trairas se mostrou bastante satisfatorio para
avaliar a toxicidade da CYN.

A reducdo e/ou aumento nos niveis e atividades de alguns dos biomarcadores utilizados é
um forte indicio que os hepatdcitos expostos & CYN apresentavam um estado de estresse
oxidativo.

Ndo foram encontrados danos ao DNA e proteinas tanto no extrato quanto na toxina
purificada, isto pode ser justificado pela perda progressiva da capacidade metabdlica dos
hepatdcitos ao longo do tempo que é necesséria para a bioativagdo da toxina.

O aumento de H;O, associado ao aumento de LPO em CYNp indica que estes

biomarcadores tém importante papel no seu mecanismo de toxicidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos envolvendo a interagdo entre a CYN e peixes vém crescendo nos ultimos
anos, isto se justifica pelo fato de que estes organismos sdo 0S primeiros a entrarem em
contato com essas toxinas, uma vez ambos estdo na agua. Portanto, elucidar os mecanismos de
toxicidade da CYN nestes animais é condicdo imprescindivel para a compreensdo dos seus
efeitos bioldgicos no ecossistema aquéatico como um todo.

Como foram discutidos ao longo desta tese, 0s mecanismos de toxicidade da CYN
ainda sdo desconhecidos, em grande parte. Os estudos in vivo aliados aos estudos in vitro séo
ferramentas fundamentais para ampliar esse conhecimento. Os dados obtidos neste estudo séo
inéditos na literatura uma vez que mostram a toxicidade da CYN, em duas formas de
exposicdo (purificada - CYNp e extrato aquoso - CYNex), utilizando-se ferramentas
bioquimicas e os biomarcadores em uma espécies de peixe nativa da fauna brasileira, muito
embora os resultados ndo tenham apresentado diferengas significativas entre as duas formas
de intoxicacdo, 0 que per se ja se torna um importante campo de investigacdo uma vez que o
extrato aquoso tende a ser mais toxico (fato j& discutido anteriormente).

A espécie Hoplias malabaricus € um peixe com alta relevancia econdmica e ecoldgica,
e utilizad-lo como modelo de estudo da agdo da CYN ampliou o conhecimento sobre a sua
biologia frente & exposi¢do a toxina, revelando alguns efeitos de toxicidade inéditos em
peixes, como o potencial neurotdxico da CYN discutido no primeiro capitulo.

A acdo neurotoxica da CYN ja havia sido previamente discutida em bivalves,
entretanto, sem a certeza de que se tratava da CYN propriamente dita, uma vez que nédo foi
feita nenhuma anélise mais acurada da molécula utilizada (KISS et al., 2002). Pela primeira
vez, observamos que a CYN foi capaz de atravessar a barreira hematoencefalica do animal,
chegando ao cérebro e causando dano oxidativo nas membranas celulares deste 6rgdo

(peroxidagdo de lipidios) e, além disso, mesmo apds 14 dias de exposicdo, a toxina ainda

109



permanecia nesse 6rgao e no tecido muscular, o que representa um risco ndo s6 para o animal,
mas também para 0s seus consumidores.

N&o foi possivel demonstrar diferenca em relacdo a concentragdo de CYN nos grupos
estudados, tanto no cérebro quanto no musculo, embora haja, no extrato, a presenga de outros
metabolitos, o que poderia facilitar a entrada da toxina no tecido/6rgdo, aumentando a sua
concentracdo naquele local. Portanto, no capitulo I, ndo foi possivel concluir qual forma de
exposicao foi mais danosa ao cérebro da traira, j& que, como resultado final, ambos causaram
danos oxidativos (LPO) a esse 6rgdo. Em relagdo a atividade da AChE, observamos uma
atividade aguda (7 dias) e uma recuperacéo ap6s 14 dias de exposicao. J& no cérebro, a toxina
purificada parece ter um efeito mais tardio, j& que houve diminuig&o na atividade desta enzima
somente apds 14 dias. Ha vérios relatos que mostram a CYN com uma atividade toxica rapida
(mediada por CYP450) e uma atividade tdxica tardia (através da inibi¢do de sintese proteica).
Em parte isso faz todo sentido, ja& que a ACHE é uma proteina (enzima) e sua sintese pode
estar sendo interrompida pelo efeito tardio da CYN pura, causando essa diminuigdo em 14
dias, entretanto, foi observado aumento da atividade no figado do animais expostos, e tal fato
ndo é corroborado por esta teoria.

O emprego dos diferentes biomarcadores para avaliagdo do estado redox em um
modelo experimental ndo-exdtico sdo os pontos de destaque dos ensaios realizados no
Capitulo 1l que visou demonstrar a hepatotoxicidade da CYN. Sabe-se que o figado é o
principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo de drogas e xenobioticos em vertebrados, ja que
0s hepatécitos sdo altamente especializados na remogdo de substincias toxicas recém-
absorvidas, na sua biotransformagéo e no langamento dos produtos de biotransformacdo na
circulacdo (RODRIGUES, 2003) para posterior excregao - desintoxicagao.

A exposicdo a uma dose unica de CYN mostrou que mesmo apés 14 dias de exposicéo,

assim como no cérebro, a toxina ainda permanecia no tecido hepatico do animal, além disso,
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0s animais expostos & CYNp tendem a apresentar maiores concentracbes de CYN do que
aqueles expostos ao extrato, fato diferente do que foi observado no capitulo | (cérebro e
musculo). Isso levantou ainda mais os questionamentos sobre o papel efetivo das outras
moléculas presentes no extrato em relacdo ao processo de acumulo da CYN, indicando que
esse acimulo depende do 6rgdo que estd se estudando. Os biomarcadores utilizados para
avaliar os danos oxidativos foram considerados satisfatrios em suas respostas, uma vez que
mostraram o papel da CYN como molécula causadora desse tipo de injdria no tecido hepético
do peixe (LPO e PCO). Os resultados também confirmaram o fato da toxina ter caracteristica
toxicoldgica cronica, pelo fato dos danos terem sido observados, principalmente, 14 dias p6s-
exposicdo. Os resultados dos biomarcadores foram corroborados pelos exames
histopatolégicos que apresentaram alta incidéncia de necrose nos tecidos, que provavelmente
ocorreram em decorréncia da exposicdo. O uso de uma ferramenta que integra os danos
histoldgicos observados (indice de Bernet — BERNET et al., 1999) indicou que animais
expostos a CYNex tiveram maior dano tecidual no 7° dia p6s-exposicdo. Isso pode ser
considerado um efeito precoce uma vez que os biomarcadores bioquimicos indicaram um
efeito tardio (14° dia) da toxina. Os resultados indicam que a CYNex tende a ser mais toxica
que a CYNp no tecido hepético dos peixes.

Portanto, nos ensaios in vivo (capitulos I e I1) nota-se que os biomarcadores de cérebro
(ACHE e LPO) e figado (LPO, danos morfoldgicos, resposta inflamatéria e GST) avaliados
foram satisfatorios para demonstrar os efeitos toxicos da CYN.

O emprego de 12 diferentes biomarcadores, de concentragdes mais realisticas da CYN
e de um modelo in vitro ainda pouco explorado (hepatécitos de uma espécie ndo-exatica), sdo
0s pontos de destaque do Capitulo IlI. Infelizmente, alguns biomarcadores ndo puderam ser
testados com todas as concentracdes propostas, e como foi discutido no capitulo, a satde do

animal é condicdo primordial para a obtencdo de culturas primérias vidveis de hepatécitos.
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Apesar desse fato, o estudo mostrou que o ensaio de viabilidade celular e a atividade da GR se
mostraram endpoints sensiveis a exposicdo as varias concentracdes de CYN testadas.
Adicionalmente, os resultados mostraram que os hepatdcitos sdo mais sensiveis a exposi¢do
ao extrato do que a toxina purificada, fato observado através da resposta de alguns
biomarcadores (GST, SOD, LPO, GR e viabilidade celular).

A luz dos dados apresentados, foi possivel inferir que a toxicidade da CYN pode ser
mediada por ERO, porém ndo somente por elas. O mecanismo proposto indica que além das
ERO, outros fatores comprovadamente descritos (ZEGURA et al, 2011, STRASER et al.,
2012) podem aumentar a permeabilidade mitocondrial levando a um quadro de morte celular
por apoptose, fato que foi observado nos resultados de viabilidade celular. Além disso, ndo foi
observado nenhum padrdo em relagdo as respostas dos biomarcadores utilizados se
comparados 0s estudos in vivo e in vitro.

A exposicdo pontual e aguda dos animais mostrou resultados interessantes a niveis
bioquimicos e morfolégicos. No entanto, vale mencionar que no ambiente essa exposi¢ao é
continua e cronica, e que, por esse fato, alguns resultados negativos apresentados nesta tese
podem ter ocorrido uma vez que a literatura aponta a CYN com agdo mais cronica.

Portanto, este trabalho mostrou o uso de diferentes biomarcadores no intuito de
apontar os efeitos da CYN em um peixe da fauna brasileira. Alguns dados obtidos aqui séo de
grande valia para futuras discussdes em relacdo aos efeitos toxicologicos da CYN em peixes
bem como para dirigir futuras investigagdes. E incontestavel que a CYN causou danos
oxidativos tanto no cérebro quanto no figado desses animais nos ensaios in vivo. Além disso,
0s ensaios in vitro mostraram que a CYN é capaz de reduzir a viabilidade celular dos
hepatécitos de Hoplias malabaricus mesmo em concentragdes relativamente baixas, o que
indica um risco no que diz respeito a satde publica (alerta a exposi¢cdo humana). Isto se deve

ao fato de que os organismos aquéticos tendem a ser mais resistentes do que mamiferos pelo
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fato de cianobactérias e peixes co-existirem no mesmo habitat a milhares de anos, o que pode
ter Ines conferido um mecanismo de resisténcia mais eficiente (LIRAS et al., 1998).
Adicionalmente este ultimo aspecto pode justificar as respostas inalteradas de alguns
biomarcadores estudados.

Por fim, fazem-se necessérios estudos que visem a exposicéo de organismos aquaticos
a CYN em diferentes formas de exposicdo (pura, extrato celular e célula integra) bem como
diferentes vias (principalmente oral) com o intuito de elucidar ainda mais seus mecanismos de
toxicidade, principalmente & nivel molecular. O uso de concentragfes encontradas em

ambientes naturais, e 0 comparativo entre a toxina pura e o extrato toxico sdo de grande valia

para avaliar o potencial da toxina isoladamente e em sinergia com outras moléculas.
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CONCLUSOES FINAIS

e De maneira geral ndo se observou nenhuma diferenca em relacdo a concentragdo de
CYN em relacdio & forma de exposicdo (extrato ou purificada) em nenhum

tecido/6rgéo;

e Mesmo apds 14 dias de exposicdo a toxina ainda permanecia no cérebro, figado e
tecido muscular, indicando que o mecanismo de desintoxicacdo ndo foi eficiente na

remocao da toxina;

e Em relacdo a atividade da ACHE no mdsculo, a toxina mostrou um efeito (decréscimo)
mais rapido (7 dias) em ambas as formas de exposi¢do (extrato e purificada), no

entanto h4 uma recuperagdo nesses niveis de atividade ap6s 14 dias;

e Ja em relacdo a atividade da ACHE no cérebro, a toxina mostrou um efeito
(decréscimo) mais lento (14 dias) somente quando os peixes foram expostos a toxina

purificada;
e Tanto a presenga da toxina quanto os danos observados — diminui¢éo da atividade da
ACHE (CYNp) e peroxidacdo de lipidios (CYNp e CYNex) - indicam um potencial

neurotoxico da CYN e que a mesma € capaz de transpor a barreira hematoencefalica;

e O conjunto de biomarcadores avaliados mostrou-se eficiente para avaliar os danos da

CYN no figado dos exemplares de H. malabaricus expostos;
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Apesar da ativacdo de algumas moléculas do mecanismo antioxidante (SOD, G6PDH e
GST) no figado dos animais, a toxina causou danos tanto em CYNex (peroxidacéo de
lipidios e carbonilagdo de proteinas) quanto em CYNp (peroxidagdo de lipidios) apds

14 dias p6s-exposicao;

Houve alta incidéncia de necrose, centros de melanomacrofagos e melanomacrofagos
livres principalmente em CYNex, sendo os dois ultimos indicativos de ativacdo da

resposta imune;

O indice de Bernet mostrou maior grau de alteracdes no grupo CYNex ap6s 7 dias de
exposicao, isso somado ao fato da carbonilacdo de proteinas ter ocorrido somente em
CYNex, indica que o extrato aquoso foi mais toxico para o figado do que CYNp. O
fato de outras moléculas estarem presentes no extrato pode ser a justificativa para esta

resposta;

A resposta do ensaio de viabilidade celular se mostrou um parametro importante na
avaliacdo da toxicidade da CYN, uma vez que todos 0s grupos tiveram decréscimo

nesse biomarcador;

O aumento da ERO (CYNp) associado a diminuicdo da viabilidade celular mostra o
potencial deletério desta toxina, embora ndo tenha se observado ERO nas mais baixas

concentragdes de CYNp;

O extrato apresentou dano lipidico (LPO) aos hepatdcitos somente na mais alta
concentragdo, embora tenha sido observado um aumento na atividade da GST nesta
condig&o o0 que sugere a tentaiva de um efeito protetor;
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¢ Ndo foi observado nenhum dano ao DNA, indicando que o mecanismo de reparo desta
biomolécula foi eficiente, ou ainda, que o mecanismo de toxicidade da CYN ndo

envolve este tipo de dano em hepatdcitos de peixes;

e A boa salde dos espécimes foi condicdo imprescindivel para a obtencdo de cultura

saudaveis de hepatdcitos;

e Tanto os modelos in vitro como in vivo, foram eficientes no estudo de toxicidade da

CYN em hepatdcitos de H. malabaricus.
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Anexo |
Base de calculo para as analises bioguimicas

1. Catalase (CAT):

Atividade das CAT = [(AABS/min)x dilui¢do]/(caminho éptico x coeficiente de
extingdo molar x concentragéo de proteinas)

Onde:
e Atividade das Catalases em milimoles por minuto por miligrama de proteinas

e (ABS/min) = |Absorbancia final — Absorbancia inicial| x 2, sendo que o
intervalo final -inicial é de 30 s.

e Diluicdo (da amostra) = 20 pl de amostra em 1000 pl de volume final, ou seja,
S0x.

e Coeficiente de extingdo molar do H20, (A =240 nm) = 40 M™*.cm™
e Caminho 6ptico (na cubeta) = 1 cm
e Concentracdo de proteinas totais em miligrama por mililitro.

2. Glutationa (GSH):

[GSH] = (ABS x diluigéo)/(coeficiente angular da curva-padréo xconcentragao de
proteinas)

Onde:
[GSH] em micromoles de GSH por miligrama de proteinas.
e ABS = valor de absorbéncia registrado (A =415 nm) ap6s descontar o valor do
“branco”.
e Diluicdo na precipitagdo protéica = 250 pl de amostra mais 50 ul de TCA (300
ul de volume final) = 1,2x. OBS: deve-se considerar essa diluicdo porque a
aliquota para medir aconcentracdo de proteinas foi separada antes
daprecipitagéo protéica.
o Coeficiente angular da curva-padréo (curva de 1° grau passando por x=0; y=0).
e [proteinas] = concentracdo de proteinas totais em miligrama por mililitro

3. Peroxidacdo lipidica (LPO):

[Hidroperdxidos] = (ABS x dilui¢do)/(caminho 6ptico x coeficiente de exting¢do
molar x concentracdo de proteinas)

Onde:
[Hidroperdxidos] em micromoles de hidroperdxidos por miligrama de proteinas.

e ABS = valor de absorbéncia registrado (A = 570 nm) ap6s descontar o valor do
“branco”.

e Diluicdo (da amostra) = 10x.

e Coeficiente de extingdo molar aproximado para H,O, hidroperdxido de
cumeno ouhidréxido de butila (A = 560 nm) = 4,3x10*M™*.cm™

e Caminho Optico para 200 pl = 0,6; para 300 pl =0,9.
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[proteinas] = concentracdo de proteinas totais em miligrama por mililitro.

4. Atividade da GST:

Atividade das GST = [(ABS/min) x dilui¢&o]/(caminho 6ptico x coeficiente de
extingdo molar x concentracéo de proteinas)

Onde:

Atividade global das GST em micromoles por minuto por miligrama de proteinas.

(ABS/min) = |Absorbancia final — Abs. inicial|, sendo que o intervalo final -
inicial é de 1 min.

Diluicdo (da amostra) = 50 pl de amostra em 150 pl de volume final, ou seja,
3X.

Caminho éptico (para 150 ul nos micropocos) = 0,45 cm.

Coeficiente de extingdo molar (A = 340 nm) em pH = 6,5 para o CDNB = 9,6
mM™.cm?

[proteinas] = concentracéo de proteinas totais em miligrama por mililitro.

5. Atividade da Acetilcolinesterase (AChE):

Atividade da ACHE = (AABS/min x dilui¢do)/(caminho dptico x coef. de extin¢do
molar x concentragéo de proteinas)

Onde:

AABS = |Absorbéncia final — Abs. inicial|, sendo que o intervalo final - inicial é
de 1 min.

Diluicdo da amostra = 10x.

Coeficiente de extingdo molar aproximado para2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina = 13,6 x 103 M*.cm™

Caminho éptico para 200 pl = 0,6; para 300 pul = 0,9.

[proteinas] = concentracéo de proteinas totais em miligrama por mililitro.

6. Atividade da Glutationaredutase e peroxidase:

Atividade da GR ou GPx = [(AAbs/min] x dilui¢do]/(caminho éptico x coef. de
extingdo molar x concentragéo de proteinas)

Onde:

Atividade da GR ou GPx em micromoles de NADPH oxidado (GR) ou reduzido (GPx)
por minuto por miligrama de proteinas
e (AAbs/min) = |Absorbancia final — Absorbancia inicial|/8, sendo que o intervalo
final -inicial é de 8 min.
e Diluicéo (da amostra) = 50 pl de amostra em 300 ul de volume final, ou seja, 6x.
e Coeficiente de extingdo molar do NADPH (A= 340 nm) = 6,22 mM™*.cm™
e Caminho dptico (para 300 pl nos micropo¢os) = 0,9 cm.
[proteinas] = concentragéo de proteinas em miligrama por mililitro
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7. Atividade da superoéxido dismutase (SOD):

Atividade das SOD = (AABS. Ref.)/[(2 x ABS Amostra) x dilui¢do X concentracéo de
proteinas]

Onde:
Atividade das SOD em unidades relativas de atividade por miligrama de proteinas
e AAbs. Ref. = |Absorbancia final — Abs. inicial| da curva de referéncia de redugdo
do NBT.
e AAbs. Amostra = |Absorbancia final — Abs. inicial| da amostra, sendo que o
intervalo detempo é o mesmo utilizado para 0 AAbs. Ref.
e Diluigédo (da amostra) = 20 pl de amostra em 200 ul de volume final, ou seja, 10x.
e Concentragdo de proteinas em miligrama por mililitro

8. Atividade da G6PDH:

Atividade da G6PDH = [(AABS/min) x diluicao]/(caminho dptico x coef. de extin¢éo
molar x concentracdo de proteinas)

Onde:
Atividade da G6PDH em micromoles de NADPH oxidado por minuto por miligrama
deproteinas
e AAbs.min-1 = |Absorbancia final — Absorbéncia inicial|, sendo que o intervalo
final - inicial éde 1 min.
¢ Diluicédo (da amostra) = 30 pl de amostra em 200 pl de volume final, ou seja, 20/3
X.
e Coeficiente de extingdo molar do NADPH (A = 340 nm) = 6,22 mM™. cm™
e Caminho dptico (para 200 pl nos micropo¢os) = 0,6 cm.
e Concentragdo de proteinas em miligrama por mililitro.

9. Carbonilacdo de proteinas (PCO):

Carbonilagéo de Proteinas = (ABS)/(caminho Optico x coef. de extingdo molar x
concentragao de proteinas)

Onde:
Carbonilacéo de proteinas em milimoles de carbonilas por miligrama de proteinas
e ABS.=valor de absorbancia apds descontar o valor do respectivo “branco”
e Coeficiente de absorgdo molar para hidrazonas (A= 360 nm) = 21x10°* M™%, cm’
e Caminho 6ptico (para 200 pl nos micropo¢os) = 0,6 cm
e Concentragdo de proteinas em miligrama por mililitro, quantificadas ap6s oensaio,
mas com valor corrigido para a concentracéo inicial de proteinas.

1
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Anexo |1
Dados brutos referentes a respostas dos biomarcadores avaliados.

1. Segue (abaixo) os dados brutos referentes as analises do capitulo |

Atividade AChE - Cérebro

7 dias 14 dias
CTRL | CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
1,07 1,08 1,24 0,62 1,03 0,5
1,03 1,66 1,48 0,74 0,86 0,63
0,97 0,87 0,94 0,71 0,92 0,82
1,08 1,18 1,04 1,15 1,04 0,66
0,7 1,09 0,93 0,84 0,95 0,58
1,1 1,63 0,92 0,82 0,74 0,56
1,05 1,37 0,8 0,72 0,76 0,62
0,21 1,31 1 1,05 0,74 0,57
0,89 1,31 0,8 0,7 0,75 0,57
1,45 0,68
Média 0,9 1,295 |1,016667 | 0,816667 | 0,865556| 0,619
DP 0,28762]0,24892] 0,218518| 0,175 |0,124309 | 0,088122

Atividade AChE - Musculo

7 dias 14 dias

CTRL | CYNex | CYNp CTRL CYNex CYNp

0,589] 0,503 0,174 0,426 0,528 0,601

1,169] 0,358 0,241 0,343 1,365 0,243

0,319] 0,187 0,142 0,62 0,549 0,173

0,347] 0,316 0,234 0,415 0,673 0,328

0,472] 0,339 0,199 0,804 0,456 0,419

0,434] 0,367 0,336 0,284 0,1 2,177

0,48] 0,336 0,164 0,129 0,47 2,243

0,414] 0,237 0,28 0,191 0,689 3,221

0,367] 0,337 0,209 0,544 0,251 0,552

0,159 0,794

Média 0,510111| 0,3139 |0,219889]0,417333]0,564556| 1,0751
DP 0,260134 | 0,09899 | 0,060818 | 0,213417 | 0,354329 | 1,067462

Concentragédo CYN - Cérebro
7 dias 14 dias

CTRL CYNex CYNp CTRL | CYNex CYNp
NSA 0,243 0,29] NSA 0,539 0,215
NSA 0,11 0,249] NSA 0,539 0,229
NSA 0,403 0,236] NSA 0,229 0,112
NSA 0,292 0,066] NSA 0,166 0,035
NSA 0,292 0,039] NSA 0,203 0,134
NSA 0,14 0,102] NSA 0,356 0,119
NSA 0,235 0,099] NSA 0,313 0,011
NSA 0,203 0,139] NSA 0,131 0,082
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NSA 0,39 0,295] NSA 0,163 0,068
NSA 0,281 NSA 0,082
Média NSA 0,2589 | 0,168333 | NSA |0,293222| 0,1087
DP NSA ]0,094803| 0,099499 | NSA |0,156872 | 0,070386
NSA - N&o se aplica
Concentracdo de CYN - Mlsculo
7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL | CYNex CYNp
NSA 0,075 0,417 NSA 0,029 0,132
NSA 0,274 0,274 NSA 0,171 0,094
NSA 0,337 0,634 NSA 0,148 0,423
NSA 1,284 0,327 NSA 0,311 0,086
NSA 1,099 0,96 NSA 0,203 0,629
NSA 1,074 0,548 NSA 0,144 0,136
NSA 0,813 0,219 NSA 0,17 0,076
NSA 0,918 0,314 NSA 0,424 0,047
NSA 1,078 0,17 NSA 0,24 0,253
NSA 0,421 NSA
Média NSA 0,7373 0,429222 | NSA | 0,204444 | 0,208444
DP NSA 0,423098 | 0,24928 | NSA | 0,112222 | 0,19611
NSA - N&o se aplica
Contetdo de GSH - Cérebro
7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
1,68 1,1733 3,34 0,98 1,5333 | 2,3067
0,12 2,2867 | 0,9133 | 3,6133 | 3,0267 | 1,9667
2,88 2,0667 2,64 2,3933 | 3,1267 2,82
1,9 1,2733 | 3,6533 6,2 10,5533 1,76
0,8533 | 0,9933 | 5,2533 1,64 3,7333 3,46
1,3333 3,74 0,4 1,7733 | 2,1133 | 3,8733
3,2867 1,1133 | 4,7267 | 1,2867 1,66 3,16
4,22 2,6133 | 2,4733 | 4,9267 | 5,8933 0,94
7,08 3,3 2,38 2,6333
6,3733
Média 2,034163]1,907488 | 3,386656 | 2,901478 | 3,779989 | 2,92933
DP 1,349882]0,958654 | 2,104265 | 1,770213] 2,864001 | 1,484195
Atividade da GST- Cérebro
7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
0,01554| 0,01392] 0,01839| 0,0124]| 0,02502| 0,01798
0,01506| 0,01628] 0,02328| 0,01774]| 0,02186| 0,02749
0,01913| 0,00963] 0,02108| 0,01274]| 0,02342| 0,03416
0,0133| 0,01651| 0,01752| 0,01777] 0,0312| 0,02288
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0,01363

0,01156

0,01565

0,01561

0,01962

0,02469

0,01977

0,01364

0,01814

0,01538

0,01602

0,0186

0,0173

0,01686

0,02105

0,0247

0,01731

0,02076

0,02125

0,01765

0,01865

0,02027

0,0261

0,02162

0,01562

0,01562

0,01827

0,01902

0,02356

0,02421

0,0114

0,0206

Média 0,016873

0,014506

0,019114

0,017292

0,022679

0,023299

DP 0,002797

0,002832

0,002289

0,003845

0,004668

0,004777

LPO-C

érebro

7 dias

14 dias

CTRL

CYNex

CYNp

CTRL

CYNex

CYNp

0,000691

0,00203

0,00264

0,00317

0,004

0,00777

0,00118

0,00212

0,00204

0,000772

0,00482

0,00364

0,00133

0,00296

0,00291

0,00141

0,00231

0,00301

0,00232

0,00322

0,00248

0,00116

0,00194

0,00397

0,00122

0,0037

0,00404

0,000689

0,00432

0,00387

0,00119

0,00205

0,00201

0,0011

0,005

0,00309

0,00245

0,00235

0,00207

0,00162

0,00328

0,00241

0,000976

0,00272

0,0024

0,000795

0,00595

0,00393

0,00107

0,00244

0,00173

0,00157

0,00444

0,0033

0,00336

0,00238

Média 0,00142

0,002644

0,00248

0,001365

0,004007

0,003737

DP 0,000599

0,000615

0,000689

0,000759

0,001294

0,001532

2. Segue (abaixo) os dados brutos referentes as analises do capitulo 11

Concentracdo de CYN - Figado
7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL | CYNex CYNp
NSA 4,52 9,39 NSA 1,392 5,665
NSA 11,463 3,543 NSA 2,171 5,434
NSA 3,933 8,725 NSA 9,784 14,211
NSA 3,78 11,238 NSA 3,058 3,34
NSA 6,701 7,558 NSA 4,861 8,89
NSA 6,811 7,161 NSA 9,182 11,234
NSA 8,079 7,149 NSA 6,688 7,845
NSA 0,38 0,889 NSA 9,035 11,151
NSA 11,183 15,441 NSA 4,334 17,335
NSA 11,056 NSA 19,998
Média NSA 6,7906 | 7,899333 | NSA | 5,611667 | 10,5103
DP NSA |3,718834| 4,187396 | NSA | 3,189715 | 5,39146
NSA - N&o se aplica
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Atividade da CAT - Figado

7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
0,882996 ] 1,318144] 1,378314 | 2,117485| 2,050206 | 1,629967
1,506294 | 1,655441] 0,83384 | 1,594428] 1,027899| 1,101925
1,798282] 0,966435] 1,097219] 1,654991 | 1,466795| 1,538282
1,282904] 0,948577] 2,03758| 1,647533| 1,608908 | 1,858416
1,25119] 1,012724]1,234362| 1,69819| 1,18965| 1,664555
1,150178| 0,91482]1,127137| 1,417406| 1,698973 | 1,575356
1,569958] 1,143885] 1,43821| 1,669865 | 2,359717 | 1,595171
1,70122] 0,534459] 1,103731| 1,791802| 1,96361| 1,292886
1,392638 1,303353] 0,974231 | 1,706813| 1,61826| 1,573093
1,458164 1,581008
Média 1,392851| 1,1256 | 1,24718 |1,699835]1,664891]1,541066
DP 0,286073 | 0,320351 | 0,350252 | 0,186903 | 0,418003 | 0,206837

Atividade da G6PDH - Figado

7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
0,092756]0,926815| 0,597681 | 1,480361 | 7,797517 | 6,12566
1,401817]2,523871]0,971697 | 0,500435] 5,332741| 0,16756
1,989025 1,4467 | 2,606154 | 2,643555] 5,478609 | 2,688438
2,52013]2,138633] 3,36167|1,080162|4,543566 | 4,315414
0,369529| 2,29946]0,751027| 2,93903]0,339608 | 3,713246
0,717365| 1,925443 | 5,482349 3,1597| 2,96895 | 3,709505
0,608901]0,751027 | 4,861479| 1,87682]9,496863 | 4,255571
1,798276]0,122634 | 0,047874 ] 1,682331 | 4,154587 | 0,287245
0,773468| 1,46914]0,317168| 1,03154| 6,16306 |0,896895
0,616381 4,22565
Média 1,141252] 1,42201 |2,110789]1,821548]5,141722 | 3,038518
DP 0,82256 ]0,801852| 2,05099 |0,920126 | 2,653467 | 1,985444

Atividade da GPx - Figado

7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
0,0386| 0,1305| 0,1085| 0,0543 0,0074| 0,0632
0,0351| 0,0896| 0,1576| 0,0691 0,0055| 0,0074
0,0353| 0,1161 0,142 0,015 0,0129| 0,0762
0,0626| 0,1133| 0,0883| 0,0647 0,0583| 0,0476
0,1375| 0,0954] 0,1008| 0,0576 0,1631| 0,0362
0,128] 0,0937| 0,0409| 0,0388 0,0046| 0,0813
0,1265| 0,1176 0,023| 0,0036 0,0056| 0,0631
0,124 0,096| 0,0207| 0,0196 0,0817| 0,0385
0,0464| 0,1399] 0,0935| 0,0556 0,0527| 0,0724
0,0973 0,0687
Média 0,081556 | 0,10894 |0,086144 | 0,042033]0,043533 | 0,05546
DP 0,045889]0,017196 | 0,049138| 0,023835| 0,053268 | 0,022873

Atividade da GR - Figado
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7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
0,0239| 0,0073] 0,0076| 0,0138 0,0108| 0,0058
0,0061| 0,0106] 0,0081| 0,0048 0,0046| 0,0012
0,0146| 0,0063| 0,0107| 0,0164] 0,0097] 0,0082
0,0066| 0,0141] 0,0067] 0,0065 0,0045| 0,0068
0,016] 0,0092| 0,0016] 0,0097 0,0091| 0,0037
0,0064| 0,0068| 0,0216| 0,0071 0,0119| 0,0083
0,017] 0,0073| 0,0057| 0,0106 0,0106 0,009
0,0069| 0,0049| 0,0159| 0,0077 0,0057| 0,0044
0,0111| 0,0083| 0,0054| 0,0119 0,0087| 0,0109
0,0114 0,0088
Média 0,012067] 0,00862 |0,009256 | 0,009833| 0,0084 | 0,00671
DP 0,00624 ]0,002751]0,006076 | 0,003745] 0,002785 | 0,002935
Conteldo de GSH - Figado
7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
3,85288| 0,52848| 0,19802| 0,22219 5,3766| 0,91321
0,48106| 0,84495] 0,30765| 0,19693| 1,27881| 1,22225
0,41988| 0,34978] 0,38551| 0,27461]| 0,74716| 0,37208
1,00679] 0,50661| 0,45477| 0,23675| 1,07487| 0,29044
0,22525| 0,78468 0,4875| 0,35601] 9,43026 0,3319
0,30021| 1,40074| 0,8903| 0,40934 1,4048| 0,21683
0,3873| 0,46865| 1,52893| 0,22364] 1,03692| 0,35505
0,28904 | 8,34344| 4,01691] 0,35693| 0,67112 1,9164
0,17494| 0,47412| 0,20486] 0,30368| 0,45832 0,3904
0,63032 0,46039
Média 0,793039]1,433177]0,941606 | 0,286676 | 2,38654 |0,646895
DP 1,173182]2,446421|1,227556 | 0,07408 | 3,033883]0,546312
Atividade da GST - Figado
7 dias 14 dias
CTRL CYNex CYNp CTRL CYNex CYNp
0,024449]0,011645| 0,015484 ] 0,015262 | 0,023497 | 0,028381
0,017806]0,014087 | 0,017403] 0,010921 ]| 0,015898 | 0,019941
0,021084]0,015116 | 0,016744] 0,018058 ] 0,028113 | 0,029806
0,022831]0,016715] 0,014634 | 0,019321| 0,02346|0,031807
0,024241]0,015375] 0,017206 | 0,021764 ] 0,022102 | 0,043675
0,013548]0,015934 | 0,014745] 0,022564 | 0,023898 | 0,026904
0,017433 0,0187]0,013282| 0,02041]0,021879|0,031485
0,021142]0,017095 | 0,018933 0,02]0,027234]10,020887
0,015614]0,018981 | 0,013802 | 0,016039| 0,018549 | 0,031961
0,010116 0,029974
Média 0,019794]0,015376 | 0,015804 | 0,01826 |0,022737]0,029482
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DP

0,003875]0,002837 | 0,001876 | 0,003664 | 0,003825 | 0,006584

LPO -Figado

7 dias

14 dias

CTRL

CYNex

CYNp

CTRL

CYNex

CYNp

0,002743

0,003973

0,00105

0,000986

0,002356

0,00424

0,00393

0,005642

0,003126

0,001101

0,000292

0,004562

0,004059

0,003797

0,005037

0,002025

0,003943

0,004752

0,002851

0,00339

0,002589

0,000854

0,003909

0,004949

0,002748

0,003449

0,002025

0,002344

0,002447

0,005556

0,002223

0,002984

0,003341

0,002068

0,004012

0,00255

0,001484

0,005216

0,002326

0,002236

0,004162

0,00427

0,001693

0,00074

0,000955

0,002017

0,003895

0,00415

0,001157

0,006871

0,000615

0,00215

0,004158

0,004334

0,002872

0,005001

Média

0,002543

0,003893

0,00234

0,001753

0,003242

0,004436

DP

0,001017

0,001698

0,001397

0,000592

0,001311

0,000793

PCO - Figado

7 dias

14 dias

CTRL

CYNex

CYNp

CTRL

CYNex

CYNp

0,011063

0,008139

0,006194

0,004469

0,052142

0,08331

0,002722

0,00958

0,006651

0,006076

0,039626

0,013557

0,002314

0,003263

0,015226

0,066538

0,113387

0,01281

0,001854

0,006735

0,042201

0,000836

0,115038

0,03687

0,013479

0,011587

0,018802

0,054741

0,062527

0,017672

0,026503

0,005322

0,00372

0,035324

0,155709

0,0142

0,014992

0,017137

0,005707

0,114243

0,118264

0,02423

0,004989

0,006131

0,010292

0,036527

0,147401

0,005302

0,00542

0,000813

0,010142

0,026646

0,138775

0,003727

0,010148

0,01317

Média

0,009259

0,007885

0,013215

0,038378

0,104763

0,022485

DP

0,00814

0,004591

0,011897

0,036348

0,042907

0,023354

Atividade da SOD - Figado

7 dias

14 dias

CTRL

CYNex

CYNp

CTRL

CYNex

CYNp

2,647098

11,43797

20,93833

1,172551

32,52426

18,12524

7,432032

13,90328

34,90327

4,080568

19,20287

12,23591

9,54291

18,707

5,768948

15,58295

18,66286

15,53556

3,942585

9,831423

16,69355

6,054368

18,87029

13,62111

10,44486

12,26507

11,44971

3,824081

11,40547

13,39437

9,301535

14,06023

16,22947

14,94625

30,37218

11,3455

4,658388

20,09739

15,87236

23,11425

28,74281

10,96429

7,938944

8,445436

9,284015

8,040999

10,26445

3,372986

15,47369

13,75208

34,81388

7,128547

18,42071

13,04156

18,62363

6,80211
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Média

7,931338

14,11235

18,43928

9,327174

20,94066

11,84386

DP

3,91271

3,922363

10,32694

7,091372

7,966752

4,195662

3. Segue (abaixo) os dados brutos referentes as analises do capitulo Il

Ensaio de Viabilidade celular

Controle

0,1

1,0

10

100

0,1Ex

1,0Ex

10Ex

99,04777

76,27776

70,15146

66,11447

67,28307

66,04365

68,09756

67,17684

85,66197

72,41784

70,22228

74,68421

83,57266

73,44479

67,63719

71,81583

95,89609

78,40248

80,49181

86,68893

91,22169

77,62342

78,4379

72,20536

88,45953

86,86599

80,59804

85,41409

85,98068

82,829

81,41252

75,00292

96,10856

88,03459

84,35172

85,59115

88,99072

79,50027

76,87976

79,67732

101,4204

87,14928

85,23703

83,25395

84,95373

81,83746

73,37396

80,66886

109,9193

84,28091

83,74972

81,20005

87,64506

82,15617

74,01138

75,56952

89,59273

62,32537

74,71963

58,78416

68,69956

64,09598

73,30314

73,30314

98,44576

89,2386

83,21854

86,05151

89,94685

83,57266

73,30314

72,94902

87,11388

81,44793

80,38557

66,57483

80,38557

78,96908

79,3232

83,57266

98,79988

88,88448

81,80206

93,48806

83,21854

79,67732

81,09381

76,13611

96,32103

72,59489

86,05151

73,30314

104,4658

84,28091

83,21854

88,88448

104,1117

96,67516

93,13394

86,40563

94,90455

92,77982

87,46799

75,42786

116,506

95,96691

89,59273

86,75975

97,3834

94,90455

91,00921

86,40563

91,71745

92,07157

110,84

93,13394

81,80206

97,73752

42,14045

88,88448

114,7353

83,21854

88,88448

83,57266

85,34327

82,86442

108,007

100,2164

104,8199

82,5103

91,71745

65,86658

83,21854

95,96691

105,1741

95,25867

92,77982

98,09164

102,3411

116,1518

87,82212

101,2787

98,79988

Média

100,0002

84,28649

85,74771

81,77782

85,82446

83,36806

77,4198

79,24353

DP

9,573647

8,909839

9,866211

11,36414

9,101832

10,29861

13,60967

8,481081

Ensaio de Viabilidade ce

lular

Controle

0,1

1,0

10

100

0,1Ex

1,0Ex

10Ex

0,0213

0,017

0,0177

0,0064

0,0027

0,0242

0,0208

0,0178

0,0227

0,0199

0,0125

0,0131

0,0129

0,0185

0,0031

0,0219

0,0227

0,0345

0,0167

0,0152

0,0184

0,0052

0,0057

0,0148

0,0366

0,0318

0,0224

0,0021

0,0162

0,022

0,007

0,0097

0,0139

0,0303

0,0205

0,0162

0,0288

0,0116

0,0041

0,0024

0,0274

0,0094

0,0104

0,0103

0,0337

0,0177

0,0017

0,0202

0,0178

0,0231

0,0064

0,018

0,0208

0,0068

0,0087

0,0105

0,0311

0,0123

0,0109

0,0127

0,0155

0,013

0,0095

0,0185

0,0258

0,0263

0,0101

0,0122

0,0099

0,0091

0,0106

0,0128

0,016

0,008

0,0087

0,0245

0,0448

0,0082

0,0066

0,0187

0,0178

0,0114

0,0269

0,0038

0,026

0,0161

0,0042

0,015

0,0365

0,0342

0,0077

0,0155

0,0716

0,0107

0,0083

0,02

0,0483

0,0413

0,0113

0,0493

0,0356

0,0406

0,0404

0,0062

0,0622

0,0189

0,0129

0,029

0,0567

0,0319

0,0219

0,0269

0,0224

0,0363

0,036

0,0467

0,0238

0,0305

0,0346

0,0545
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0,0356 0,0192 0,0321 0,037 0,0357 0,0105 0,0036 0,0661
0,0218 0,0171 0,0221 0,0248 0,0364 0,0453 0,0229 0,0145
0,013 0,0268 0,0075 0,0313 0,0434 0,0303 0,0202 0,0294
0,0086 0,0153 0,0463 0,0257 0,0353 0,0102 0,0201 0,0477
0,0107 0,0085 0,0295 0,0299 0,0341 0,0317 0,0374 0,027
0,0348 0,0139 0,0126 0,0361 0,034 0,0124 0,0266 0,0204
0,0305 0,0614 0,0487 0,0551 0,0376 0,0168 0,0107 0,0335
0,0015 0,0243 0,0414 0,0268 0,0385 0,0182 0,0271 0,0253
0,0721 0,0299 0,0283 0,0192 0,0613 0,0375 0,0165 0,0135
0,0225 0,024 0,0285 0,0313 0,0124 0,0516 0,039 0,0398
0,0186 0,0367 0,0238 0,0303 0,0395 0,0035 0,0635 0,0256
0,03 0,0304 0,0253 0,0628 0,0069 0,0498 0,0363 0,0125
0,0278 0,0204 0,0458 0,009 0,0322 0,0471 0,0558 0,0114
0,0055 0,0166 0,012 0,0077 0,0234 0,0244 0,0254 0,0228
0,0096 0,0085 0,0339 0,0209 0,0141 0,0243 0,0385 0,0064
0,0034 0,0156 0,0086 0,0282 0,0293 0,0084 0,0189 0,0264
0,0099 0,0136 0,0144 0,0241 0,0018 0,0383 0,0313 0,0179
0,0108 0,0202 0,0206 0,0421 0,0421 0,0092 0,0041
0,0095 0,0295 0,0011 0,0051 0,0015
0,0208 0,0388 0,0261 0,0027
0,0339
Média 0,023915]0,022547|0,021622 | 0,024174]0,029558 | 0,023397 | 0,020611 | 0,020526
DP 0,01558]0,011547]0,012513]0,014111] 0,01622]0,014543|0,015539| 0,01439
SOD
Controle 0,1 1,0 10 100 0,1Ex 1,0Ex 10Ex
23,42475 28,33311]27,46077]18,16475|22,75272 | 20,34843

24,30828]21,75928 | 30,50756 | 30,19988 | 23,37703 | 23,70628 | 20,39199 | 18,94636
30,61478]24,46943 | 34,10655 | 30,67516 | 24,70283 | 25,15747 | 22,93097 | 19,00229
32,69112]35,07858 | 35,2137831,91049|27,21181 | 25,68764 | 24,25766 | 20,24042
32,78847|36,44312 | 35,60281 | 32,04166 | 28,35318 | 26,19941 | 24,39807 | 20,38023
33,5537 36,45123] 36,10988 | 33,05943| 29,7862 |26,68137 | 24,89459 | 21,70341
34,13535|37,12455 | 38,49445 | 33,83006 | 31,47717 | 27,33557 | 25,49892 | 22,83876
36,14255|37,28192 | 39,72881 | 33,87532|31,58729]29,12173| 28,7833 23,52565
36,40217]40,19001 | 40,81561| 34,1004 |34,55033]31,75324|30,67949 | 23,52831
37,7453 40,85178| 43,28029 | 35,86747] 36,91357 | 34,30624 | 32,21621 | 23,59697
38,18597| 40,9138|43,37788|36,65377|39,24298 | 37,46574 | 32,71719| 23,71733
39,95854 | 42,0171|44,36444| 37,0828|41,53489)38,49347|35,87227| 24,5793
40,19121]42,02373|44,72759 | 37,76524 | 42,28197 | 38,73695 | 36,29156 | 27,1588
40,32458|42,25404 | 44,76189 | 38,45113|42,63186 | 39,5725]36,39776 | 28,26542
40,76516 | 42,99332| 44,9146 |40,66028|43,38258 |40,17157 | 37,15448 | 28,58953
41,42353|43,47144|46,50441| 41,5783]45,00282]41,80786 | 38,04643 | 29,27676
41,63068 |44,22329 | 47,3447|42,31664|46,19774|42,03892 | 39,13802 | 29,33173
43,20721]45,29014 | 48,25079 | 42,66339 | 46,45695 | 42,37983 | 39,17692 | 30,78958
43,98143|45,76695 | 49,21484 | 42,68478 | 46,55439 | 43,27977 | 40,7808 | 33,98254
44,24885 | 45,77662 | 49,48754 | 42,88109 | 46,79986 | 43,80536 | 41,33705| 35,0676
44,9155| 45,8918]49,89151 | 43,15707 | 46,80592 | 44,54503 | 42,08177 | 35,93576
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45,75726

46,33583

50,26472

43,85514

47,5582

44,90222

42,12459

36,28619

46,66669

48,16569

50,59071

44,07016

49,05429

45,09943

42,64091

37,02122

47,04586

48,35048

51,57195

44,89511

49,16823

45,78238

42,77967

38,29139

47,3988

52,01982

54,36995

45,2956

50,31588

46,4536

42,8629

38,31081

49,63151

52,12926

56,01869

45,33424

50,47213

46,49507

43,54809

39,6775

49,70984

54,59014

56,39905

45,6025

51,50804

47,77195

43,82817

39,83613

51,99488

55,67656

57,2356

46,97946

52,6579

48,84063

48,10996

40,26455

52,15859

57,09293

57,92202

47,09618

54,36593

48,86272

48,9129

40,29111

53,90043

60,22722

47,10114

56,40248

49,2688

49,05615

41,27105

54,18328

61,7262

48,25248

58,79588

50,60641

50,02102

42,80269

55,7552

65,73598

48,27586

59,47332

54,12017

55,43933

45,71578

60,79595

49,14661

62,73367

57,09784

57,31981

46,47757

53,10208

65,2428

57,10116

57,62139

62,45177

68,51886

62,7789

72,86833

Média

42,29204

43,0226

46,78422

41,75423

45,05978

40,21768

38,16643

31,45946

DP

8,772909

8,131305

9,23046

8,1231

12,99038

9,800977

10,29667

8,435168

GPx

Controle

0,1

1,0

10

100

0,1Ex

1,0Ex

10Ex

0,517026

0,225004

0,133404

0,14035

0,09983

0,038141

0,08758

0,072672

0,157824

0,16889

0,071618

0,120737

0,025693

0,027918

0,086983

0,127319

0,188219

0,103727

0,106383

0,135608

0,010483

0,015306

0,065748

0,110657

0,120012

0,086523

0,09388

0,072457

0,006732

0,010073

0,054497

0,11465

0,106352

0,083545

0,118398

0,044137

0,392551

0,07208

0,028401

0,057647

0,078629

0,113291

0,018544

0,032511

0,296178

0,020806

0,006484

0,056173

0,204855

0,122005

0,18844

0,047295

0,222201

0,262877

0,268653

0,063998

0,109858

0,022935

0,020604

0,03038

0,714165

0,266629

0,441481

0,020832

0,203937

0,136834

0,046985

0,018227

0,253016

0,397316

0,340429

0,329442

0,326905

0,305858

0,233603

0,268162

0,197445

0,21341

0,297414

0,343147

0,320778

0,40104

0,208472

0,277687

0,285746

0,237848

0,63023

0,325297

0,376467

0,645201

0,241069

0,543293

0,322714

0,11603

0,260589

0,385762

0,334666

0,67244

0,616871

0,290919

0,291496

0,196759

0,269912

0,389774

0,829002

0,557737

0,302103

0,437535

0,289665

0,215263

0,261548

0,251794

0,665673

0,678718

0,697028

0,316265

0,214288

0,374083

0,318613

0,310934

0,19051

0,630158

0,426453

0,387065

0,241967

0,752574

0,296639

0,35355

0,378507

0,410792

0,530252

0,604123

0,250027

0,622615

0,268756

0,329277

0,284445

0,725483

0,649288

0,29304

0,246673

0,220219

0,365764

0,363945

0,254284

0,241817

0,655425

0,715654

0,187343

0,262298

0,271958

0,427059

0,378257

0,335794

0,618083

0,531274

0,22277

0,211787

0,272981

0,375592

0,342748

0,323994

0,328636

0,327329

0,149522

0,203877

0,221743

0,2591

0,199983

0,127918

0,209753

0,173264

0,337863

0,208518

0,200329

0,311463

0,321924

0,170633

0,184357

0,19332

0,166922

0,181172

0,358556

0,265841

0,156365

0,150205

0,188723

0,194551

0,193707

0,18457

0,269956

0,2063

0,210475

0,168495

0,253944

0,225726

0,175538

0,139454

0,217939

0,173103

0,366126

0,319739

0,338981

0,369086
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Média

0,296982

0,301788

0,279213

0,257218

0,239017

0,221163

0,23715

0,244241

DP

0,167049

0,214904

0,213743

0,187666

0,148308

0,179351

0,140657

0,128119

GR

Controle

0,1

1,0

10

100

0,1Ex

1,0Ex

10Ex

0,004337

0,002453

0,00337

0,001892

0,001456

0,000399

0,002286

0,001089

0,005247

0,003659

0,0037

0,002217

0,001605

0,000919

0,002479

0,001567

0,007228

0,003746

0,004183

0,002634

0,001825

0,001153

0,002867

0,00214

0,007402

0,00418

0,004319

0,002982

0,002167

0,001257

0,002965

0,002886

0,007515

0,004559

0,004442

0,00315

0,002967

0,001366

0,003246

0,003543

0,007651

0,005013

0,005144

0,003295

0,003247

0,00153

0,003466

0,003712

0,007946

0,005022

0,005205

0,003544

0,00351

0,001633

0,003729

0,003727

0,007956

0,005114

0,005571

0,004818

0,003559

0,001958

0,003795

0,003785

0,008079

0,005424

0,00564

0,005002

0,003744

0,002158

0,00414

0,004304

0,00819

0,006448

0,005723

0,005069

0,003826

0,002193

0,004397

0,004547

0,008337

0,006654

0,005803

0,005371

0,00385

0,00232

0,004668

0,004895

0,008481

0,00673

0,005956

0,005431

0,004084

0,002525

0,004932

0,00495

0,008768

0,006785

0,006369

0,006274

0,004233

0,002799

0,004981

0,004969

0,009346

0,006927

0,006604

0,006529

0,004369

0,002945

0,005003

0,00541

0,009367

0,006929

0,006699

0,006694

0,00467

0,003085

0,005127

0,00555

0,00942

0,007695

0,006813

0,006733

0,005459

0,003298

0,005152

0,005652

0,009702

0,007903

0,00695

0,006743

0,005497

0,00341

0,005207

0,005824

0,009705

0,008275

0,007514

0,006756

0,005748

0,003622

0,005292

0,005967

0,009774

0,008411

0,008092

0,006996

0,006196

0,003945

0,005885

0,006124

0,00981

0,009064

0,008387

0,008465

0,006439

0,003989

0,005898

0,006594

0,010719

0,009921

0,00866

0,008842

0,00687

0,005278

0,006312

0,006713

0,012135

0,011701

0,00968

0,010113

0,007131

0,005504

0,00654

0,007481

0,01268

0,011705

0,01028

0,010537

0,007198

0,006243

0,006678

0,007814

0,012706

0,013224

0,011322

0,011043

0,007426

0,006988

0,006705

0,007868

0,019568

0,015674

0,011664

0,012186

0,007567

0,007252

0,006739

0,008986

0,020583

0,016366

0,011798

0,012854

0,008071

0,00738

0,007072

0,021204

0,018284

0,013146

0,013477

0,007551

0,007601

0,021168

0,015742

0,014011

Média

0,010143

0,008537

0,007456

0,006916

0,00472

0,003433

0,004932

0,005044

DP

0,004171

0,0047

0,003085

0,003546

0,001971

0,002155

0,001489

0,001986

GST

Controle

0,1

1,0

10

100

0,1Ex

1,0Ex

10Ex

0,081156

0,022753

0,045033

0,046978

0,065496

0,073914

0,089897

0,112272

0,084468

0,035783

0,065951

0,059605

0,067208

0,075398

0,094232

0,115647

0,084579

0,063734

0,066452

0,05992

0,069289

0,081242

0,094519

0,119174

0,089963

0,067273

0,066686

0,069234

0,074405

0,084065

0,096659

0,121118

0,093276

0,067632

0,069627

0,070302

0,074725

0,085684

0,09888

0,121387

0,098828

0,072072

0,075562

0,073731

0,074953

0,087786

0,100985

0,121771

0,104176

0,07512

0,075634

0,073843

0,075898

0,088483

0,101169

0,123062

0,111045

0,076817

0,081715

0,075739

0,082321

0,090079

0,101494

0,123839
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0,115147

0,089147

0,082184

0,078771

0,088071

0,090252

0,101973

0,127502

0,12041

0,093805

0,083391

0,079759

0,088978

0,092837

0,102207

0,128677

0,122748

0,100076

0,083557

0,079858

0,091172

0,093913

0,105424

0,130328

0,124315

0,10656

0,085058

0,080301

0,091183

0,094697

0,106383

0,131257

0,125543

0,107692

0,092255

0,084523

0,094321

0,096165

0,109293

0,138201

0,126982

0,109596

0,096858

0,087085

0,095024

0,098023

0,112916

0,138228

0,127795

0,112212

0,103157

0,088547

0,096269

0,101773

0,115244

0,14881

0,129875

0,114599

0,105739

0,092127

0,09787

0,10292

0,115917

0,171348

0,138715

0,117276

0,106328

0,096815

0,100044

0,107595

0,127758

0,181684

0,139959

0,117505

0,123895

0,101299

0,125814

0,107755

0,129002

0,223358

0,141338

0,129533

0,128864

0,103171

0,145368

0,108527

0,133533

0,233147

0,146201

0,129771

0,15623

0,111341

0,14603

0,111669

0,137701

0,255907

0,153667

0,139401

0,184204

0,120518

0,155708

0,122096

0,139241

0,258737

0,163832

0,143324

0,184423

0,120952

0,156333

0,128797

0,139272

0,263662

0,20804

0,178587

0,191787

0,125305

0,163202

0,136917

0,143775

0,29986

0,211877

0,180089

0,199215

0,182615

0,164818

0,149181

0,145875

0,312364

0,224474

0,190939

0,199473

0,189322

0,170569

0,153574

0,184834

0,35688

0,232016

0,201882

0,208258

0,190293

0,182631

0,207869

0,194948

0,374247

0,239365

0,218263

0,216016

0,191431

0,189027

0,210971

0,208958

0,38908

0,241794

0,221454

0,21627

0,205805

0,195026

0,227663

0,233002

0,402133

0,25546

0,233279

0,223916

0,213442

0,253031

0,24493

0,284686

0,23831

0,236641

0,214935

0,265431

0,247495

0,226643

0,274546

Média

0,150724

0,125149

0,132318

0,115942

0,115062

0,129124

0,13138

0,200846

DP

0,057996

0,058682

0,063021

0,054923

0,042271

0,059504

0,042461

0,096101

GSH

Controle

0,1

1,0

10

100

10EX

10,26738

29,75913

26,32459

53,07838

47,18559

29,25085

9,578172

32,49884

19,42689

27,40738

39,84087

30,74503

18,4419

35,03819

13,07516

9,888144

46,99371

21,26682

13,23056

25,83991

27,71681

21,87012

53,38782

28,39122

16,40071

56,23384

32,16784

22,83335

41,05572

28,66293

18,11522

12,72917

16,04636

49,92693

23,81012

32,90105

24,78905

33,00597

12,90867

48,39133

23,76565

44,05343

38,00486

51,41793

19,23572

37,57454

40,03885

44,86947

41,8527

37,56193

37,26088

33,11249

71,68725

36,15525

53,31587

24,20583

20,47333

30,67408

49,48124

30,62461

44,90118

41,8076

37,03302

26,83279

54,08577

30,5008

38,83662

18,52487

35,80962

48,97669

34,63049

Média

26,26342

34,91125

23,34951

33,1166

45,02577

32,671

DP

15,4636

11,76307

8,624601

12,76123

13,06087

6,627324
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LPO

Controle 0,1 1,0 10 100 10EXx
0,02 0,011 0,015 0,013 0,011 0,011
0,013 0,012 0,012 0,012 0,019 0,015
0,012 0,013 0,004 0,011 0,018 0,014
0,012 0,014 0,012 0,006 0,011 0,03
0,012 0,01 0,004 0,01 0,025 0,011
0,003 0,008 0,006 0,01 0,011 0,014
0,01 0,007 0,011 0,016 0,013 0,033
0,01 0,027 0,011 0,019 0,004 0,005
0,003 0,017 0,009 0,014 0,017 0,028
0,007 0,018 0,011 0,005 0,025 0,025
0,011 0,011 0,002 0,016 0,014 0,017
0,01 0,004 0,009 0,011 0,004 0,008

Média 0,01025]0,012667 ] 0,008833|0,011917]0,014333]0,017583
DP 0,004555 | 0,006005 | 0,003973 | 0,004055|0,006867 | 0,00917
PCO

Controle 0,1 1,0 10 100 10EXx

0,005514]0,003641 | 0,004252| 0,006751]0,006015| 0,00416

0,006413]0,006878| 0,007722 | 0,006565 | 0,006744 | 0,005119

0,006496 | 0,006352 | 0,005093 | 0,008315| 0,006718 | 0,003627

0,005956 | 0,006622 | 0,006694 | 0,005254 | 0,005002 | 0,003905

0,007908]0,006113| 0,007355 | 0,007302 | 0,008224 | 0,007025

0,007355]0,007914 | 0,008414 | 0,007812| 0,00535|0,003577

0,007231]0,006721 | 0,003626 | 0,007818 | 0,006657 | 0,005661

0,007465]0,004281 | 0,007306 | 0,006075 | 0,006586 | 0,006418

0,007708]0,006753 | 0,006464 | 0,006187 | 0,007319 | 0,004324

0,007622]0,007065 | 0,004895 | 0,007607 | 0,004835 | 0,003323

0,005564 | 0,006373 | 0,006236 | 0,007494 | 0,006916 | 0,004715

0,005904 | 0,002726 | 0,007272| 0,005088| 0,00436|0,004715

Média 0,006761]0,005953 | 0,006277 | 0,006856 | 0,006227 | 0,004714

DP 0,000883]0,001553| 0,001493 | 0,001044]0,001137 | 0,001161

ROS

Controle 0,1 1,0 10 100
57,25535 32,4991 50,16753
57,58294 | 44,79702| 41,59799| 50,36683| 56,86901
59,02932| 48,43866| 46,57749 55,5938 57,12679
59,45977 53,016 48,42249 59,191 57,507
60,21469| 62,19243| 53,79417| 61,34419| 61,84277
61,04441| 62,88904 56,022| 64,21042| 64,51987
71,13927 64,3729 56,531 67,088 64,888
71,88689 64,784 58,24089| 69,13174| 65,38593
75,56796| 65,72263| 59,86382 70,627 69,514
75,70596| 65,95381 60,888 71,395| 72,04944
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76,04782| 66,64246 65,054 72,374 72,402

77,52505 67,85 86,936 74,9643 | 73,29512

79,34215 80,34| 93,93159| 75,50469 82,044

79,57664 85,791| 94,06119 77,227 82,906

82,40814| 87,67797| 94,64207 79,252 91,279

84,33361 91,863| 100,5975 92,988| 103,1138

88,62232 92,233| 103,1386| 99,90874 110,194

90,92297| 92,69678 108,397 100,1274 126,987

93,97672] 94,00285 109,54 101,7555 138,66

94,62251| 94,27852 109,789 102,7898| 146,0942

96,73608 94,597 112,0582 103,124 ] 150,9474

97,60098| 98,59896| 117,8764| 103,4414| 167,3552

100,1631 100,399 121,53 106,21 175,646

109,731] 101,3361] 130,3605]| 115,9332 179,577

115,5427 122,841] 136,0236| 135,9613| 181,4342

122,8477 139,998 ] 193,5726

127,9216 149,239| 201,1226

133,2854 149,4933| 202,1297

Média 80,64153] 82,85243| 86,07806| 89,26454 112,906
DP 16,5804 | 25,81014] 29,50653| 29,14177| 51,78382
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