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RESUMO

A nanotecnologia tem carater multidisciplinar, unindo diversas areas do
conhecimento, tais como: quimica, fisica, biologia, farmacia e engenharias. Nos ultimos
anos, um crescente interesse tem sido dado aos materiais nanoestruturados em diversas
areas biomédicas. No entanto, ainda é necessario identificar os pontos finais de toxicidade
e as relagcbes dose-resposta que podem ser causadas por nanoestruturas. Neste sentido, o
Danio rerio tornou-se um modelo vertebrado de destaque para avaliar a toxicidade de
diversas drogas e produtos quimicos. O &lcool perilico (POH) é um monoterpeno
monociclico hidroxilado encontrado em dleos essenciais de liméo, lavanda entre outros. E
amplamente conhecido por possuir atividade antitumoral. Assim, 0 objetivo deste trabalho,
foi estudar a toxicidade da nanoemulsdo de alcool perilico (NPOH) sobre o Danio rerio
(zebrafish). Para tanto foram determinadas: a) a concentracéo letal 50 (CLsg); b) os efeitos
sobre o comportamento; e c¢) os efeitos da administracdo aguda (48 horas) das
concentracdes da NPOH sobre os parametros histologicos das branquias, figado e rins. Pela
exposicao as diferentes concentracdes da NPOH (25, 35, 50 e 125 ug/L) obteve-se a CLsy
de 33,4ug/L, sendo que as concentracdes de 50 e 100ug/L da NPOH causaram 100% de
mortalidade, produzindo também alteracBes comportamentais notaveis. As concentracoes
de 25 e 35ug/L da NPOH causaram maiores danos ao tecido branquial quando comparados
com as demais concentracdes, e com a concentracao de 125ug/L do tensoativo (controle, p
< 0,001, p < 0,01 e p < 0,05, Anova, teste Tukey-Kramer). As concentracfes de 25, 35 e
50ug/L da NPOH causaram danos significativos no tecido hepéatico quando comparado ao
controle (p < 0,01 e p < 0,05). Nos rins as alteracBes histoldgicas observadas ndo foram
significativas. Portanto, a partir desses resultados sugere-se que a NPOH apresenta os

padrdes de toxicidade observados para nanoformulagdes de farmacos e xenobidticos.

Palavras chaves: Danio rerio, alcool perilico, nanoemulséo, toxicidade, histopatologia.



ABSTRACT

The Nanotechnology has a multidisciplinary approach, combining various areas of
knowledge, such as chemistry, physics, biology, pharmacy and engineering. In recent years
a growing interest has been given to nanostructured materials in various biomedical areas.
However, it is still necessary to identify the end points of toxicity and the dose-response
relationships can be caused by nanostructures. In this regard, the Danio rerio has become
an important vertebrate model to assess the toxicity of various drugs and chemicals
products. The perillyl alcohol (POH) is a hydroxylated monocyclic monoterpene found in
essential oils of lemon, lavender and others. It is widely known to possess anti-tumor
activity. The aim of this work was to study the toxicity of perillyl alcohol nanoemulsion
(NPOH) on Danio rerio (zebrafish). Therefore, we determined: a) the Lethal Concentration
50 (LCsp); b) the effects on behavior; and c) the effect of the acute administration (48
hours) of the NPOH concentrations on histological parameters of the gills, liver and
kidneys. By exposure to different concentrations of NPOH (25, 35, 50 and 125 mg/L) was
obtained the LCso = 33,4pug/L and the concentrations of 50 and 100ug/L of NPOH caused
100% mortality, yielding also notable behavioral alterations. The concentrations of 25 to
35ug/L of NPOH causes majors damage to the gill tissue as compared to the other
concentrations, and the concentration of 125ug/L of surfactant (control, p < 0.001, p < 0.01
and p < 0.05, ANOVA, Tukey-Kramer test). The concentrations of 25, 35 and 50 pg/L of
NPOH caused significant damage in the liver to the compared to controls (p < 0.01 and p <
0.05). In the kidneys, the histological alterations were not significant. Therefore, from
these results it is suggested that the NPOH shows the toxicity patterns observed for drugs

and xenobiotics nanoformulations.

Keywords: Danio rerio, perillyl alcohol, nanoemulsion, toxicity, histopathology.
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tubulo contorcido proximal (TP); b) Rim em corte longitudinal de
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Figura 13.

D. rerio exposto a concentracdo de 125ug/L do tensoativo.
Observar dilatagdo dos capilares glomerulares (seta) e obstrucdo
tubular (*); ¢) Rim em corte longitudinal de D. rerio exposto a
concentracdo de 125ug/L NPOH. Observar o aumento do espaco da
capsula de Bowman (*) e degeneracéo da hialina tubular leve (seta);
d) Rim em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracgao de
50pug/L NPOH. Observar o aumento do espaco da capsula de
Bowman (*) resultante da degeneracdo glomerular (seta) e
degeneracgéo da hialina tubular severa (cabeca da seta); e) Rim em
corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de 35ug/L
NPOH. Observar diminuicdo do espaco da cépsula de Bowman
(seta), aumento do lumen tubular (*) e desorganizacéo tubular (DT).
f) Rim em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentragao de
25ug/L NPOH. Observa-se a degeneracéo tubular (seta) e aumento
do limen tubular. (HE, Spm).......cccoooiiiiiiieee e
Efeitos das aplicacdes das diferentes concentracfes da NPOH (25,
35, 50 e 125ug/L) sobre os rins do D. rerio. Os pontos representam
a média £ EPM de n = 15/grupo. Anova seguida do teste Tukey-
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1. INTRODUCAO

Estudos biomédicos empregam varios modelos animais em niveis celular e
molecular, tanto para melhor compreensédo da fisiopatologia de doencas humanas, quanto
para o desenvolvimento de novas terapias. O Danio rerio € um pequeno peixe (de no
méaximo 0,5 cm) que vive nas regides tropicais de agua doce na India e Sul da Asia. E
amplamente conhecido pelos fas de aquario e tem demonstrado eficiéncia como modelo
experimental para avaliacdo da toxicidade de nanoformulacdes.

A nanotecnologia tem carater multidisciplinar, unindo diversas &reas de
conhecimento, tais como: quimica, fisica, biologia, farmécia e engenharias. Apesar de estar
relacionada a estruturas muito pequenas, a nanotecnologia traz beneficios enormes,
permitindo atingir o que em alguns anos atrds era apenas ficcdo. Uma das grandes
vantagens da nanotecnologia é o aumento da area superficial dos materiais na escala
nanométrica tornando-os muito mais reativos. Estes materiais ndo possuem
necessariamente tamanho nanométrico, mas possuem em sSua cOomposi¢do estruturas
nanométricas que geraram novas propriedades e aplicagdes. Por esta razdo, as
nanotecnologias sdo agora um dos campos mais importantes e promissores mundialmente.

A nanotecnologia farmacéutica teve inicio em meados da década de 1970 com 0s
lipossomas como carreadores de farmacos hidro ou lipofilicos. Em 1980 surgiram as
nanoparticulas poliméricas carreadoras de farmacos lipofilicos, principalmente
empregando polimeros biodegradaveis. Nos Gltimos anos um crescente interesse tem sido
dado aos materiais nanoestruturados nas diversas areas biomédicas. Especificamente na
area de liberacdo de farmacos este interesse reflete a necessidade de liberacdo do farmaco
em areas especificas do corpo, objetivando principalmente, aumentar o indice terapéutico e
diminuir efeitos colaterais.

Para avaliar a toxicidade de um farmaco, é essencial identificar os pontos finais de
toxicidade e as relagcbes dose-resposta, a elucidacdo dos mecanismos de toxicidade, e
determinar a toxicodindamica da droga. Além de efetuar estudos toxicologicos de um
farmaco, existe também a necessidade da realizacdo de screening em grande escala para a
toxicidade de varios farmacos. Em ambos os casos, o D. rerio tem atributos diversos.

O D. rerio tornou-se um modelo de vertebrados de destaque para avaliar a
toxicidade de drogas e produtos quimicos. Apesar das diferengas 6bvias entre os peixes e

o0s seres humanos em relagéo a fisiologia, o D. rerio oferece uma plataforma ideal para
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ensaio in vivo, todo o animal, de médio a alto grau de transferéncia para o campo de
descoberta de farmacos, bem como uma relagdo custo-beneficio vantajosa em relacéo aos
modelos de doencas humanas em ratos. No entanto, como o D. rerio é evolutivamente
mais distante dos seres humanos, os resultados a partir de tais experiéncias terdo de ser
repetido em outros sistemas antes que eles possam ser diretamente correlacionados aos
seres humanos (GUYON et al., 2007).

A grande motivacdo para a utilizacdo de estruturas nanométricas aplicadas a
sistemas bioldgicos sdo suas inUmeras vantagens como o direcionamento a alvos
especificos, liberacdo progressiva do farmaco, menor toxicidade, menor nimero de doses,
diminuicdo dos picos plasméticos, melhor adsorcéo e difusdo através de membranas.

Para isso afirma-se que os estudos farmacéuticos efetuados em D. rerio, até agora,
demonstraram que é possivel aplica-lo para rastrear compostos com atividade bioldgica
especifica, sendo o modelo do D. rerio ideal para screening de nanoformulagbes para
utilizacdo como agentes terapéuticos, bem como a obtencdo de informacGes confiaveis
sobre a toxicidade de diferentes nanoformulac@es ao nivel de todo o animal, podendo entéo
ser usados para extrapolar os efeitos adversos da exposicdo dessas nanoformulacbes para
0s seres humanos e outros vertebrados.

A partir destas consideracGes propds-se pesquisar o seguinte problema: A utilizacéo
das concentraces de nanoemulsdes de alcool perilico (NPOH) promove toxicidade aguda
em D rerio? e formulou-se as seguintes hipoteses: Hy: As concentracdes das NPOH sdo
capazes de provocar efeitos toxicos decorrentes da exposicdo aguda (48 horas) em D.
rerio. Hy: As concentragdes das NPOH ndo sdo capazes de provocar efeitos tdxicos
decorrentes da exposicéo aguda (48 horas) em D. rerio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito toxicoldgico agudo da nanoemulsdo do alcool perilico (NPOH)

sobre o D. rerio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar a concentracao letal média (CLso);

v Avaliar os efeitos da administracdo aguda das concentracGes das NPOH sobre os
parametros comportamentais e observacdo da mortalidade de D. rerio de ambos os
SeX0S;

v Avaliar os efeitos da administracdo aguda (48 horas) das concentracdes das NPOH
sobre os parametros histolégicos (branquias, figado e rins) de D. rerio de ambos 0s

SEX0S.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 TOXICIDADE

Toxicidade € uma propriedade relativa de uma substancia quimica que se refere ao
seu potencial de causar danos aos organismos vivos e € uma funcdo da concentragdo da
substancia quimica e da duracdo da exposicdo (RAND & PETROCELLI, 1985). A
expressao da toxicidade de uma substancia quimica depende das caracteristicas de sua
exposicdo e do seu comportamento no organismo, relacionado aos mecanismos de
transporte e de interacdo com sitios ou oOrgdos-alvo, ou seja, os efeitos tdxicos sO se
manifestam se o agente toxico alcancar locais especificos do organismo em concentracfes
suficientes para produzir algum tipo de efeito (BARROS; DAVINO, 2008).

Os testes de toxicidade possibilitam estabelecer limites permissiveis para vérias
substancias quimicas, além de avaliar em o impacto de misturas de poluentes sobre os
organismos aquaticos dos corpos hidricos receptores (BERTOLETTI, 1990).

Em testes de toxicidade podem ser observados os efeitos agudos e os efeitos
cronicos, sendo os primeiros aqueles que ocorrem rapidamente com um resultado da
exposicao ao agente toxico por um curto periodo de tempo (para peixes, horas, dias ou
semanas). Segundo Lombardi, (2004) os testes de toxicidade aguda séo experimentos de
curta duracdo, que proporcionam rapidas respostas em estudos sobre efeitos toxicos letais,
em que o objetivo é determinar a Concentracdo Letal Média (CLso) de certa substancia,
sobre 0s organismos aquaticos, em um tempo de 24 a 96 horas de exposicdo. Normalmente
o efeito € a letalidade (ou para alguns organismos, como 0s microcrustaceos, pode ser a
imobilidade).

Para a avaliacdo do efeito agudo séo consideradas a CLs, e a CEsp, sendo a primeira
a concentracdo letal média, ou a concentracdo do agente téxico que causa mortalidade a
50% dos organismos expostos num intervalo de 24 a 96 horas, e a Ultima, a concentracdo
efetiva média, ou a concentracdo do agente toxico que causa imobilidade a 50% dos
organismos expostos no mesmo intervalo de tempo. De acordo com Weinstein; Birk
(1989), o estresse agudo é caracterizado por danos morfologicos severos, alteracdes
significativas no metabolismo, colapso celular e perda de tecido. Se essa perda for muito

grande ou se algum processo fisioldgico vital for permanentemente comprometido, o
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organismo ira morrer. Isso caracteriza a toxicidade letal aguda que resulta de um rapido

bloqueio do metabolismo.

3.2 O Danio rerio (Hamilton, 1822)

O D. rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) ou mais vulgarmente conhecido como
paulistinha ou peixe-zebra (Figura 1), € um peixe tropical de agua doce originario da Asia
que vive em média trés anos e atinge, no maximo, 5 cm de comprimento, sao onivoros de

comportamento pacifico e muito ativo (KNIE; LOPES, 2004).

Figura 1 Imagem de D. rerio.
Fonte: A autora

3.2.1. A utilizacdo da histologia como ferramenta para avaliar efeitos toxicos em D.

rerio

A histologia é considerada um excelente método de avaliacdo para se diagnosticar
efeitos diretos e indiretos que afetem tecidos animais (HEATH, 1995). Quando associados
a outros métodos de analise, estudos histologicos podem auxiliar na compreensédo profunda
de determinadas situacdes. Sendo assim, é crucial a escolha dos 6érgdos que serdo alvo do
estudo para relevancia dos dados obtidos. (HEATH, 1995)

Segundo Lins, et al., (2010), os 6rgdos de contato direto com agentes toxicantes sao

as branquias, figados e rins, sendo que estes dois ultimos representam Orgdos de
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metabolismo e excrecdo de xenobioticos. Podendo indicar alteracbes de acdo cronica

desses agentes em tecidos animais.

3.2.1.1. Branquias

Assim como na maioria dos teledsteos, as branquias do D. rerio localizam-se na
cavidade opercular e dividem-se em 4 arcos em cada lado da faringe. Destes divergem
filamentos branquiais nos quais se inserem duas fileiras de lamelas secundéarias que se
projetam de ambos os lados do filamento (FERGUSSON, 1989; MELETT]I, 2003).

Os filamentos branquiais, também chamados de lamelas primarias, possuem um
epitélio cartilaginoso, um sistema vascular e um epitélio multiestratificado. As lamelas séo
ricamente vascularizadas, revestidas por um epitélio pavimentoso simples e sustentado por
células pilares, as quais formam lacunas que separam os capilares lamelares e por onde se
inserem os capilares sanguineos (HYBIYA, 1982, MELETTI, 2003). Além de ser o
primeiro local de excrecdo, exercendo importante papel no balanceamento iénico, essa
estrutura € responsavel pelas trocas gasosas (hematose) (BALDISSEROTTO, 2002).
Segundo Hibyia (1982), podem ser encontrados na base dos filamentos branquiais: células
de cloreto, células mucosas, melandcitos, macrdofagos e linfocitos.

Uma caracteristica importante no que diz respeito as trocas gasosas (O./CO;) é o
contato direto das branquias com o ambiente aquatico, sendo particularmente sensiveis a
presenca de substancias toxicas (BARRETO, 2007).

Os principais estudos relacionados a alteragdes patoldgicas das branquias sdo os de
impactos ambientais. Breseghelo (2004) avaliou os efeitos de uma substancia muito
utilizada como insumo industrial, tratamento de satde bucal, doencas 6sseas e no controle
bioldgico de hospedeiros da esquistossomose em estudo experimental do fluoreto de sédio.
Este estudo evidenciou alteracbes como hiperplasia de células epiteliais e de células de
cloreto e hipertrofia epitelial. Simonato (2006), ao avaliar o efeito do 6leo diesel sobre
curimbatas, além das lesdes estruturais como deslocamento do epitélio, fusdo lamelar,
hiperplasia e hipertrofia do epitélio lamelar e além de rompimentos e descamacéo epitelial,
observou alteragOes vasculares como congestdo, aneurisma e hemorragia. Altinok e Capkin
(2007), ao avaliar o efeito do agrotdxico Endosulfan sobre branquias, figado e cérebro de
trutas arco-iris observou que houve alteracdes significantes nas branquias, baco, figado e

rim, ocorrendo nestas, deslocamento de epitélio branquial, hiperplasia de células epiteliais,
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hipertrofia de células epiteliais, fusdo lamelar e necrose. Miron (2008) relacionou as
alteracOes de pH e diferentes concentracdes de aménia a danos graves na espécie jundias

(Rbamdia quelem) onde ocorreram fusdo de lamelas secundarias.

3.2.1.2. Figado

Segundo Leake (1975) o figado dos peixes € muito semelhante estruturalmente ao
dos demais vertebrados compostos por parénquima célular (hepatocitos) e por fibras que
promovem sua sustentagao.

Além da secrecdo de bile, as células hepaticas tem funcdes vitais como participacao
no metabolismo de proteinas, gorduras e carboidratos, e também estdo envolvidos em
processos de desintoxicacdo, de hematopoese (TAKASHIMA E HIBIYA, 1995). Sao
células uninucleadas com forma poligonal. E possivel visualizar também no figado
vascularizagdo de grande calibre, sinusoide (vasos sanguineos de pequeno calibre), ductos
biliares, tecido pancreatico e centro melanografico (HIBIYA, 1982).

Diversos estudos relacionados a alteracdes patoldgicas no figado de peixes tém sido
realizados. Camargo; Martinez (2007) estudaram a salde da espécie neotropical de peixe
Prochilodus lineatus, submetida a testes in situ por 7 dias em um ribeirdo urbano
contaminado e em um local de referéncia, durante o inverno e o verdo. E observou que as
lesbes mais severas foram no figado e os peixes apresentavam as seguintes alteracdes
histoldgicas: hepatdcitos hipertrofiados, degeneracdo citoplasmatica e nuclear, agregados

de melanomacréfagos, estagnacéo biliar e um caso de necrose focal.

3.2.1.3. Rins

Segundo Lins et al., (2010) O rim de teledsteos, é apresentado como um O6rgao
misto composto de elementos hematopoiéticos, reticuloendoteliais, endocrinos e
excretores, que participam ativamente de processos fisiol6gicos importantes. Este 6rgdo é
suscetivel a uma infinidade de doengas causadas por processos parasitarios, bacterianos,
virais, de manejo nutricional e de contaminantes. A presenca de nefrons com corpusculos
renais (glomérulos e capsula de Bowman) caracteriza a estrutura morfoldgica dos rins de
teledsteos (FERRAZ DE LIMA; REIS; CECCARELLI, 1993; HEATH, 1995). No tecido
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hematopoiético encontram-se 0s melandforos, apresentando-se como  centros
melanomacrofagos ou de forma distribuida (ROBERTS, 1975).

Camargo (2007) ao realizar estudos toxicoldgicos e ambientais, descreveu
alteracdes histoldgicas como degeneracdo hialina, oclusdo de tabulos renais, hipertrofia
celular (BARRETO, 2007), intensa atividade melanomacrofagica, metaplasia cartilaginosa
(CARDOSO, 2009) e congestao renal (ALBINATI, 2009).

Mekkawy et al., (2013) avaliou os efeitos da exposicdo de cadmio sobre rins de
Oreochromis niloticus durante 15 dias e observou presenca de edema e hipertrofia dos
tubulos com deterioracdo e picnose nuclear. Alternéncia glomerular também foi observada.
Mas no caso de uma exposi¢do mais longa (30 dias), um dano grave na estrutura do rim foi

notado (necrose)

3.2.2. Emprego do Danio rerio como modelo experimental

O D. rerio vem sendo considerado um modelo ideal para estudos de numerosas
doencas humanas (SLOMAN et al., 2003; BEST; ALDERTON, 2008). Tendo como
pioneiro em realizar pesquisas utilizando D. rerio o pesquisador George Streisinger que no
final da década de 60, aplicava as técnicas de analise mutacional para avaliar o
desenvolvimento embrionario do zebrafish (GRUNWALD; EISEN, 2002).

As caracteristicas que favorecem o uso do D. rerio como modelo de estudo séo
varias, tais como: pouco espago para a sua manutencdo, baixo custo, facil manipulacéo,
desenvolvimento e ciclo biolégico rapidos, facil analise comportamental em um ambiente
controlado, boa sensibilidade para drogas, pequeno tamanho e metabolismo réapido
(GOLDSMITH, 2004; SLOMAN et al., 2003).

O crescimento no numero de pesquisas publicadas usando o D. rerio como modelo
experimental, esta diretamente ligado ao crescente conhecimento sobre esta espécie. Apds
0 sequenciamento do genoma, iniciado pelo Instituto Senger em 2001, expandiu-se as
possibilidades de uso do D. rerio em diversos estudos genéticos (STERN; ZON 2003). Por
apresentar genoma similar com os genomas humanos e de camundongos, a utilizacdo deste
modelo para pesquisas relacionadas com genes humanos séo cada vez mais desenvolvidas
(BARBAZUK et al., 2000). Hoje o D. rerio possui grande importancia na pesquisa
mundial, resultando na criagdo de um site especializado neste assunto, ZFIN

(http://zfin.org), onde sdo depositadas todas as informacgdes necessarias para 0 Seu USO.
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Além disso, existe um excelente manual de manutencdo e controle das condicBes de
criacdo deste teledsteo em laboratérios (WESTERFIELD, 2000).

As areas, para as quais a utilizacdo do D. rerio esta se expandindo sdo muitas, tais
como biologia do comportamento (GERLAI, 2003; GUO, 2004), bioguimica (TAYLOR et
al., 2004), farmacologia (GOLDSMITH et al.,, 2004), neurociéncias (EDWARDS;
MICHEL, 2002) e toxicologia (HILL et al., 2005).

Essa espécie desperta maior interesse devido a sua rapida capacidade reprodutiva e
as suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas, que oportuniza a acelera¢do do processo
da descoberta de novas drogas (STERN; ZON, 2003). Além disto, compostos que s&o
adicionados diretamente na agua, sdo absorvidos de forma répida e acumulados em
diferentes tecidos, principalmente no sistema nervoso central (SNC) pelo D. rerio
(GROSELL; WOOD, 2002). Muitos estudos envolvendo aspectos toxicoldgicos apos a
exposicao a diferentes nanoparticulas ja foram realizados, tais como as nanoparticulas de
quitosano biodegradavel (HU et al., 2011); nanoparticulas de 6xido de ferro (ZHU; TIAN;
CAl, 2012) e nanoparticulas de prata (BILBERG, et al., 2012).

Estdo sendo desenvolvidos também, diversos estudos para avaliar caracteristicas
comportamentais do D. rerio (EMRAN et al., 2008; GUO, 2004; SPENCE et al., 2008).
Tendo alguns desses estudos observado a importancia do comportamento inato e adquirido
em modelos de agressividade, sociabilidade e sua preferéncia por ambientes claros ou
escuros (SERRA et al.,1999).

Atualmente, muitas pesquisas estdo sendo realizadas com esta espécie com o
objetivo de estudar a toxicidade de nanoformulagdes (HU, et al., 2011; ZHU et al., 2012,
BILBERG, et al., 2012; SHAU; HANDI, 2012).

A figura 2 mostra interessante comparacgao entre os diversos modelos experimentais

e enfatiza as vantagens da utilizacdo do D. rerio como modelo experimental.
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DROSGFILA ZEBRAFISH CAMUNDONGO Comparacdo com o ser humano

FECUNDACAO Interna Externa Interna

DESENVOLVIMENTO

DO EMBRIAO Externo Interno

EMBRIAO N3o transparente
PRODUGAO DE
CA 100 ovos/dia I 10 filhotes/ 2 meses

REPRODUTIVA 60a90dias 85 dias

MANUTENCAO
DIARIA . R$ 0,60 R$ 8,00

semelhanca genética

Invertebrado, Vertebrado, Vertebrado,
PLANOCORPORAL - ' raceasas  sem patas 4 patas 100 mihées  500milhdes 900 milhdes
— seeseess  TETT T T 7T e de anos de anos de anos

FONTE JOSE XAVIER NETO / LN8IO, MONICA RYFF VIANNA | PUC-RS E DENIS ROSEMBERG | UNCHAPECG Tempo de separagdo evolutiva

Figura 2 O modelo D. rerio e suas vantagens sobre outras espécies experimentais.
Fonte: José Xavier Neto / LNBio, Monica Ryff Viann a / PUC-RS e Denis Rosemb erg /
Unchapeco.

O D. rerio adulto e embri&o séo usados para determinacéo de toxicidade aguda de
varios compostos (incluindo metais pesados, pesticidas e compostos causadores de
inimeras contaminag¢fes do ambiente). O teste de toxicidade aguda inclui a determinacéo
do valor da CLs, (concentragdo que € letal para 50% dos peixes empregados no teste). Uma
abordagem semelhante pode ser usada para o screening de toxicidade aguda de drogas.
Existem testes de toxicidade padrdo descritas e recomendadas pela Organizacéo
Internacional de Normalizagdo (ISO, 1996), a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE, 1992), Agencia de Protecdo Ambiental dos EUA
(USEPA), Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM) e outros. Os paises,
principalmente da Comunidade Europeia empregam métodos recomendados pela ISO. As
normas sobre a determinagdo de toxicidade aguda desenvolvido pela ISO sdo muito
préximas as recomendadas pela OCDE (VOSYLIEN, 2007).

A determinacdo da toxicidade é um passo decisivo durante o desenvolvimento de
novos medicamentos, porque a toxicidade inaceitavelmente elevada comprometera 0s
ensaios clinicos. O D. rerio adulto e embrides sdo usados tanto para a determinacdo da
toxicidade total e toxicidade de érgdos especificos (MCGRATH, 2008; LANGHEINRICH
etal., 2002; ZHANG et al., 2003).
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3.2.3. Emprego do Danio rerio em estudos toxicoldgicos de novos farmacos

Recomendacdes internacionais sobre testes de toxicidade aguda tém sido
desenvolvidos tanto para D. rerio adulto e embrides (BRAUNBECK; LAMMER, 2006;
OCDE, 2006). Um estudo de toxicidade aguda em D. rerio leva em consideragdo apenas a
concentracdo aquosa da substancia teste (mas ndo a quantidade da substancia absorvida).
Inicialmente, estudos em D. rerio, de absor¢do distribuicdo, metabolismo e excrecdo de
diversas substancias (BERGHMANS et al., 2008; SCHOLZ et al., 2008), verificou que
estes parametros podem ser diferentes em mamiferos. No entanto, a determinacdo dos
valores da CL para D. rerio ajuda positivamente na compreensdo dos efeitos toxicos de
drogas potenciais em mamiferos (KARI et al., 2007). Parng et al. (2002) comparando 0s
valores de CL para 18 compostos quimicos (incluindo preparacdes de drogas) em embrides
de D. rerio e roedores, observaram que os valores da CL para embrides de D. rerio foram
expressos em mg/L de solucdo, e para mamiferos em mg/kg de peso corporal (DL). A
comparagdo mostrou que os embrides do D. rerio foram mais sensiveis para o tratamento
toxico que os mamiferos. Baseado no fato de que os embrides de D. rerio sdo transparentes
e desenvolvidos fora de um corpo materno, portanto, representam um modelo ideal para
triagem da teratogenicidade de drogas. Este modelo tem sido utilizado para estudos do
efeito teratogénico do etanol, que pode ser comparado com a sindrome alcodlica fetal, do
homem (ARENZANA et al., 2006; CARVAN et al., 2004; TANGUAY, 2006 ;). Em um
estudo recente do modelo de D. rerio tem sido utilizado para a avaliacdo de
embriotoxicidade e seguranca da aplicacdo da droga: o presente estudo incluiu testes de 12
compostos para os quais os valores de CL e (utilizando protocolo de avaliacdo visual) as
alteracdes no desenvolvimento de embrides de Danio rerio foram determinados (SENG,
2007).

Os resultados foram comparados com a teratogenicidade destes compostos
estudados em mamiferos. No caso de compostos ndo teratogénicos foi observada
coincidéncia em 75%, enguanto no caso dos compostos teratogénicos houve coincidéncia
de 100% (MCGRATH,; LI, 2008).

A determinagéo da toxicidade é um passo decisivo durante o desenvolvimento de
novos medicamentos, porque a toxicidade inaceitavelmente elevada comprometera 0s
ensaios clinicos. Rubinstein et al. (2006) acreditam que a avaliagdo do potencial toxico nos

estudos de desenvolvimento de drogas empregando o modelo D. rerio devem ser incluidos
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no programa de estudos da toxicidade pré-clinicos. O Instituto Nacional de Saide dos EUA
(EUA National Institutes of Health) apoia ativamente os estudos que utilizam D. rerio
como modelo alternativo aos de vertebrados (PARNG et al., 2002). Este modelo pode
promover a descoberta de novos medicamentos e elucidacdo dos mecanismos de doencas
humanas, devido a sua aplicabilidade em ceélulas diversas, moleculares e abordagens
genéticas.

O processo de desenvolvimento dos vasos sanguineos é complexo nos vertebrados,
e, portanto, os embrides de D. rerio sdo usados com sucesso como modelo comparativo de
vertebrado para a triagem de drogas que influenciem a angiogenese. Sabe-se que a
angiogenese € necessaria para maior crescimento tumoral e metéstases. Drogas que exibem
atividade anti-angiogenica sdo utilizadas para quimioterapia do cancer, e mais de 40
substancias medicamentosas com atividade anti-angiogenica estdo em estudos clinicos
como preparagdes medicamentosas anticancerigenas nos EUA (FOLKMAN, 2007). Por
outro lado, estimuladores da angiogenese sdo importantes para o tratamento de tecidos em
regeneracdo. Embrides do D. rerio sdo, portanto, utilizados para o screening de
formulacGes de droga em organismos Vivos.

Vasos embrionarios podem ser corados e visualizados em microscépio. O sistema
vascular pode ser também visualizado por lente especifica impermeavel com microesferas
fluorescentes que se ligam & superficie vascular (SERBEDZIJA, 1999). Além disso, 0s
estudos de angiogenese empregam peixes transgénicos expressando proteina verde-recife
de coral fluorescente (KARI et al., 2007; KIDD; WEINSTEIN, 2003; CROSS et al., 2003).

O D. rerio adulto e embrides sdo usados tanto para a determinacdo da toxicidade
total e toxicidade de o6rgdos especificos (MCGRATH, 2008; LANGHEINRICH et al.,
2002; TON; PARNG, 2005; ZHANG et al., 2003).

Os dados sobre a toxicidade de 6rgédo especifico de varios compostos testados em
embrides de D. rerio foram resumidos em uma recente revisdo por Kari et al. (2007). Estes
resultados sugerem a existéncia de muitas caracteristicas comuns pelos efeitos de varias
drogas em o6rgéos diferentes no D. rerio e mamiferos. Deve-se notar que a maioria dos
genes humanos homdlogos tém dominios funcional de proteinas em D. rerio. Uma vez que
a ligacéo de farmacos, ocorre em dominios funcionais, o uso do modelo de D. rerio para o
estudo da acdo da droga sobre os seres humanos € bastante razoavel (CHAOYONG, 2004).
Foi demonstrado que certas drogas causam alongamento do intervalo QT, induzindo
bradicardia e bloqueio AV no zebrafish. Alguns autores (BOEHMLER et al., 2007;
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LOCKWOOD et al., 2004) investigaram o efeito de substancias sedativas na atividade
locomotora em D. rerio.

Estes dados resumidos em recente revisdo de Barros et al. (2008) sugere
aplicabilidade deste modelo para testar os efeitos de drogas sobre a atividade locomotora.
Heiden et al. (2007) utilizando embrides de D. rerio para determinacdo da toxicidade de
poliamidoamina (PAMAM), dendrimeros e seus conjugados com RGD-peptideo, revelou
que RGD conjugados G3.5 dendrimeros exibem menor toxicidade. Acredita-se que este
modelo é ideal para a determinacdo da toxicidade de novos farmacos em nanoterapeutica.

Em 2007, os resultados dos estudos de transporte e acumulacdo de nanoparticulas
de prata nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario do D. rerio foram
publicados (LEE et al., 2007). Propriedades Opticas Unicas de nanoparticulas de prata
permitiu a sua observacdo em tempo real dentro de um embrido em desenvolvimento.
Verificou-se que o transporte de nanoparticulas de prata (tamanho 5-46 nm) ocorre através
de difusdo passiva através de canais de poros do cérion (de 0.5-0.7um de didmetro).

3.2.4. Emprego do Danio rerio em estudos toxicoldgicos de nanoformulagdes

A avaliagdo da toxicidade de nanoformulages sobre o D. rerio tem crescido
consideravelmente tanto na fase embrionéria quanto na fase adulta e mostrado resultados
significativos na avaliacgdo do desenvolvimento embrionario, dos aspectos
comportamentais e histoldgicos, como mostram o0s diversos estudos recentemente
publicados.

Valerie, et al., (2009) classificou o D. rerio como modelo correlativo e preditivo
para avaliar a nanotoxicidade de biomateriais. A falta de modelos correlativos e preditivos
para avaliar a toxicidade aguda e crénica limita o rapido desenvolvimento dos estudos pré-
clinicos de novos agentes terapéuticos. Esta barreira é devido, em parte, a0 aumento
exponencial da nanotecnologia, juntamente com a falta de testes de rigorosos e padrbes
putativos. E um processo bastante simples e de baixo custo para iniciar estudos
toxicoldgicos de nanomateriais usando culturas de células in vitro; infelizmente, é quase
impossivel de fazer uma comparagdo com o sistema in vivo. Assim, o D. rerio surgiu como
um modelo rapido, barato e facil de avaliar de forma eficiente a toxicidade dos

nanomateriais.
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As principais nanoformulagdes testadas nos diversos estudos séo de produtos
quimicos (Ferro, Cobre, Dioxido de titanio entre outros), mostrando assim, a necessidade
de ampliar os estudos toxicoldgicos de nanoformulacdes principalmente empregando
produtos naturais (CLEMENTE et al., 2013; LEE et al., 2007).

O embrido do D. rerio tem ganhado destaque em estudos para avaliar a toxicidade
de nanoformulagdes, como mostrado por Chen, Li e Tseng (2011) em que, 0os embrides de
D. rerio foram expostos a nanoparticulas de dioxido de titanio (NPTiO2) desde a
fecundacéo até inicio da natacdo. E foi observado que ndo houve alteragdes quanto a taxa
ecloséo, sobrevivéncia, e malformacdo nos embries expostos. No entanto, 0s parametros
de natacdo larval, incluindo média e méaxima velocidade e nivel de atividade foi
significativamente afetada pela NPsTiO2. Este estudo demonstrou ainda que os parametros
comportamentais foram mais sensiveis do que outros (por exemplo, eclodibilidade e de
sobrevivéncia) para detectar toxicidade de NPsTiO2 no desenvolvimento de peixes.
Clemente et al., (2013) também avaliou a toxicidade do NPsTiO2 em embriGes do D.
rerio, sob diferentes condicdes de iluminacdo. Os embribes do D. rerio foram expostos sob
luz visivel e radiacdo ultravioleta (UV). As NPsTiO2 apresentaram baixa toxicidade aguda
em todas as condicOes testadas, porém ap6s 96 h de exposicao o grupo exposto a 100 mg/L
com radiacdo UV apresentou 5% de mortalidade e redugdo no tamanho das larvas vivas.
Observou-se eclosdo prematura nos grupos expostos a NPsTiO2 sem UV. Estes resultados
contribuem para compreensdo dos efeitos toxicologicos das NPsTiO2 e indicam a que
condicdo de iluminacdo influencia tais efeitos.

Embrides do D. rerio foram expostos a nanoparticulas de silica florescente (NPSF)
6 horas poés-fertilizacdo (hpf) em 24 pocos, durante 96 hpf. As concentragcBes foram
analisados utilizando um infravermelho de Fourier (FTIR). A toxicidade foi avaliada pela
mortalidade, tempo de incubacdo, sucesso de eclosdo, e por alteracbes morfologicas. As
NPSF com tamanho de -60 e -200 nm foram adsorvida no cérion dos ovos. Nenhuma
mortalidade ou deformidades ocorreu. Mostrando que estas nanoparticulas e/ou agregados,
que se acumularam no corion do embrido ndo apresentam embriotoxicidade evidente
(FENT, et al., 2010).

Ispas et al., (2009) avaliaram a Toxicidade e Desenvolvimento de anomalias em D.
rerio utilizando Nanoparticulas de Niquel (NPNi) de diferentes tamanhos e formas. E
verificou que a exposicdo a nanoparticula de niquel causa o adelgagamento do epitélio

intestinal e separacdo da fibra muscular esquelética.
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King-Heidem et al., (2009) avaliou a nanotoxicidade de Quantum utilizando o
embrido de D. rerio e concluiu que o desenvolvimento do D. rerio proporciona uma
abordagem rapida, de baixo custo para avaliar as relacGes estrutrura-toxicidade das
nanoparticulas.

Em estudo realizado por Asharani et al., (2011) para comparar a toxicidade de
nanoparticulas de prata, ouro e platina no desenvolvimento de embribes do D. rerio,
mostrou que a toxicidade foi registrada em termos de mortalidade, incubacdo demorada,
defeitos fenotipicos e acumulacdo do metal. A adi¢cdo de NPAg resultou em um aumento
dependente da concentracdo na taxa de mortalidade. Atrasos ecloséo foi observada nas
nanoparticulas de prata e platina, bem como uma concentracdo dependente da frequéncia
cardiaca, a resposta ao toque e eixo de curvaturas. As NPAg também induziram outras
alteracdes fenotipicas significativas, incluindo derrame do pericardio, morfologia cardiaca
anormal, defeitos circulatérios e auséncia ou malformacéo dos olhos. Em contraste, NPAu
ndo mostraram qualquer evidéncia de toxicidade. Entre as nanoparticulas estudados, NPAg
foram consideradas mais toxicas que as NPAu que foram consideradas ndo-toxicas. Esse
mesmo resultado foi observado em estudo realizado por Bar-llan et al., (2009) que avaliou
a toxicidade das nanoparticulas de Ouro e Prata em embries do D. rerio, onde as NPAg
produziu mortalidade de quase 100% dos embrifes em 120 horas pos-fertilizacdo e
malformacdes morfologicas, enquanto NPAu produz mortalidade inferior a 3%, no mesmo
periodo de tempo.

Ao avaliar o transporte e biocompatibilidade de nanoparticulas de prata no inicio do
desenvolvimento do embrido do D. rerio, Lee et al., (2007), realizaram essa observacdo em
tempo real. Pois as nanoparticulas de prata (5 — 46 nm) sdo transportadas para dentro e
para fora do embrido através dos canais de poros do cérion (CPC). As nanoparticulas
ficaram presas dentro do CPC e da massa interna dos embrides, mostrando difusdo restrita.
As nanoparticulas de prata foram observadas no interior dos embrifes em todas as fases de
desenvolvimento, causando deformacdo e morte, mostrando que a biocompatibilidade e a
toxicidade de nanoparticulas sdo altamente dependente da concentracdo exposta. Como
evidenciado por Asharani et al., (2008) que também realizou estudo da toxicidade de
nanoparticulas de prata em embrides do D. rerio. Utilizando pardmetros toxicologicos
como mortalidade, eclosdo, edema do pericardio e frequéncia cardiaca. Em que também

ficou evidenciado que os sinais de toxicidade s&o dependentes da concentragéo utilizada,
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onde observou-se a mortalidade, atraso incubacéo, eixo do corpo anormal , notocorda
torcida, o fluxo sanguineo lento, edema de pericérdio e arritmia cardiaca.

Cambero et al., (2012) investigaram os efeitos letais e sub-letais de nanoparticulas
de ouro (NPAu) soltveis no desenvolvimento de embrides do D. rerio. Os resultados
mostraram que as NPAu ndo foram toxicas para o desenvolvimento do zebrafish durante
48hs de exposicdo. O ouro Solavel (HAuCI4) foi letal em concentracdo > 64,1 mg / L. As
concentracdes subletais HAuCI4 ndo alteraram o desenvolvimento embrionario, 0s
movimentos espontaneos ou taxa de batimentos cardiacos, mas a capacidade de ecloséo foi
afetada a > 5,7 mg/L.

Com o0 uso extensivo de nanoparticulas de oxido de metal em uma variedade de
aplicacdes Zhu et al., (2009) avaliaram o impacto de NPZnO no desenvolvimento
embrionario do D. rerio. Foi observado que 48hs ap6s a exposicdo as NPZnO formaram
agregados. Esses agregados exerceram toxicidade dependente da concentracdo de
exposicdo para os embrides e larvas do D. rerio, reduzindo a taxa de ecloséo e causando
edema do pericardio. O uso crescente de NPs de metal e sua liberacdo no ambiente e a
possivel toxicidade sobre os arganismos se tornou uma preocupacdo para o publico e
cientistas tornando-se necessario a compreensdo abrangente dos seus efeitos toxicos para
expandir de forma segura sua utilizacdo (Chang et al.,). Outro estudo da toxicidade de
nanoparticulas de ZnO em embrides do D. rerio foi realizado por Bai et al., (2009) que
avaliaram os efeitos fisico-quimico, os mecanismo de toxicidade. Neste trabalho, as
propriedades das Nanoparticulas de ZnO (NPZnO, 30 nm) foram caracterizados e
observou-se que as NPZnO formaram agregados com tamanhos diferentes; pequenos
agregados (142,4-517,7nm) ainda foram suspensas, mas grandes agregados (1 mL) foram
rapidamente depositado na parte inferior das placas dos 24 pocos. Nas suspensdes dos
pequenos agregados das NPZnO, e grandes agregados poderam exercer conjuntamente
influéncia sobre o desenvolvimento de embrides do D. rerio. O teste de toxicidade nos
embrides revelou que NPZnO causou mortalidade (50 e 100 mg/L), retardo no periodo de
incubacdo, reducdo no comprimento das larvas, e causando malformacgGes a exposicao
96hpf.

Nanotubos de carbono de parede unica (SWCNT) foram testados para avaliar seus
efeitos no desenvolvimento do embrido do D. rerio. Essa exposi¢do induziu um atraso
significativo na incubacdo do embrido entre 52 a 72hpf em concentrag¢Ges superiores a 120

mg/L, no entanto, 99% dos embrides expostos eclodidos em 75hpf. A analise molecular e
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celular mostraram que o desenvolvimento embrionario dos peixes expostos até a 96hpf ndo
foi afetada pelo SWCNT nas concentragbes de até 360mg/L. Inspecdo microscopica
eletrobnico de varredura mostrou que o tamanho dos poros no cérion do embrido sao
nanométricos e que o tamanho dos aglomerados SWCNT foi maior, indicando que o cérion
dos embrides do D. rerio foi uma barreira protetora eficaz contra os aglomerados SWCNT
(CHENG, et al., 2007).

Segundo Zhu et al., (2007) ao avaliar o desenvolvimento de toxicidade no embrido
do D. rerio apds a exposicdo a nanomateriais: agregados de mistura de fulereno (nc60) e
fulerol. Os pardmetros toxicoldgicos observados no embrido foram: sobrevivéncia, taxa de
eclosdo, batimento cardiaco e edema de pericardio, descritos no prazo de 96 h de
exposicdo. Fulerol (um hidroxilado Derivado de C60, C60 (OH) 16-18), a 50mg/L néo
exerceu toxicidade. Enquanto que, NC60 a 1,5mg/L retardou o desenvolvimento larval do
embrido, diminui a sobrevida, taxas de eclosdo e causou edema pericardio. A toxicidade foi
mitigada por adicdo de um antioxidante (glutationa), o que sugere que um mecanismo de
radical livre induzida ou outra forma de estresse oxidativo desempenhou um papel no
desenvolvimento de toxicidade.

Henry et al., (2007) investigaram as alteragcdes na sobrevivéncia e expressao genica
em D. rerio apds a exposicdo aos agregados de C60 preparados em dois métodos: a)
agitacdo e sonicagdo de C60 em agua (THF-agua); e b) suspensédo de C60 em THF
seguido por rotovaporizagdo, ressuspensdo em agua e borbulhamento com azoto gasoso
(THF-C60). Observou que a sobrevivéncia da larva do D. rerio foi reduzida em THF-C60
e THF-a4gua, mas ndo em C60-agua. As maiores diferencas na expressao de genes foram
observadas em peixes expostos a THF-C60 e a maior parte (182) destes genes foram
expressos de forma semelhante em peixes expostos a THF-agua. Analises de THF-C60 e
THF-a4gua por cromatografia gasosa espectrometria de massa ndo detectou THF mas
encontrou produtos de oxidacdo THF y-butirolactona e tetra-hidro-2-furanol. Toxicidade
de y-butirolactona (72-h concentracdo letal para matar previu 50% foi de 47 ppm) indicou
efeitos em tratamentos THF pode resultar de toxicidade y-butirolactona.

Ao realizar estudo para abordar a biocompatibilidade e biodistribuigcdo de sensores
Raman de nanoparticulas em embrides do D. rerio, Wang, et al., (2010) observaram que o
espalhamento Raman de Superficie reforcada (SERS) nanossondas (PN) compreendendo
nanoparticulas de ouro (AuNPs) como reforco do substrato e rétulos Raman néo

fluorescentes foram sintetizados em microinje¢des em embrides do D. rerio no estadio de
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uma célula. Mapeamento Raman foi realizada para avaliar a sua distribuicdo em vérios
tipos de celulas e tecidos do embrido em desenvolvimento em cinco estagios diferentes
entre 6 e 96hpf (horario pds-fertilizacdo). Estudos de biocompatibilidade e de toxicidade
indicaram que os PN ndo sdo toxicos e os embrides foram encontrados para exibir
expressdo morfoldgicas e gene normal para alem da forma e da funcdo de dérgdos vitais,
tais como o coracdo e vascularizagdo adequada.

Zhu, Tian e Cai (2012) realizaram estudo para avaliar a toxicidade de
nanoparticulas de 6xido de ferro nas fases iniciais de vida do D. rerio. Neste estudo, as
nanoparticulas de oxido de ferro mostraram-se toxicas ao embrido do D. rerio, provocando
mortalidade, incubagdo demorada e malformacéo.

O estudo da utilizagdo do D. rerio adulto em testes toxicologicos de
nanoformulacdes tem se mostrados escassos. O D. rerio é um excelente modelo para
avaliacdo toxicoldgica total e de toxicidade de 6rgdos especificos (MCGRATH, 2008;
LANGEHEINRICH ET AL., 2002; ZHANG ET AL., 2003), como mostrado em estudo
realizado por Xiong et al., (2011) que avaliaram a toxicidade, estresse e dano oxidativos de
nanoparticulas de TiO2 e ZnO sobre o D. rerio verificou-se que, a toxicidade aguda
observada para NPZnO, uma suspensdo granel de ZnO, e uma solugdo de Zn2 + foram
bastante semelhantes entre si. Os resultados mostraram que nas brénquias néo
apresentaram danos oxidativos, jA no figado os efeitos oxidativos foram mais severos.
Além disso, tecidos do intestino exibiram efeitos oxidativos apds a exposicdo as
suspensdes das NP.

Apoés longo prazo de exposi¢do, Chen et al., (2011) avaliaram os efeitos de
nanoparticulas de didxido de titanio (NPTiO2) sobre o crescimento e alguns parametros
histolégicos do D. rerio. Onde evidenciou que de acordo com alguns estudos,
nanoparticulas de dioxido de titanio (NPTiO2) seriam de baixa toxicidade ecoldgica em
testes de curto prazo. Mas os riscos a longo prazo das NPTiO2 ainda séo desconhecido. Os
resultados revelaram que héa efeito adverso 6bvios para o D. rerio, incluindo concentracao
dependente, inibicdo de crescimento e diminuicdo da propor¢do em peso do figado.
Enquanto isso, apenas as branquias exibiram mudancas histopatologicas incluindo
espessamento das lamelas e edema das lamelas. ICP-MS exame mostrou que NPTiO2
foram acumulados e distribuidos em branquia, figado, coragéo e cérebro.

Choi et al.,, (2010) avaliaram inducdo de estresse oxidativo e apoptose por

nanoparticulas de prata no figado de D. rerio adulto e observaram que as nanoparticulas
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de prata podem induzir efeitos deletérios na vida aquética. Os D. rerio foram expostos a
uma solugdo NPAg em que os + ions de Ag livre estavam ausentes durante o tempo de
tratamento. Um certo nimero de alteracdes celulares incluindo ruptura dos corddes de
células hepaticas e alteragdes apoptoticas foram observados na analise histologica dos
tecidos do figado. Estes dados sugerem que o stress oxidativo e apoptose esta associada
com a toxicidade no figado gerado pelas NPAg.

Segundo Wang et al., (2011) a exposicéo cronica das fémeas do D. rerio a NPTiO2
reduz significativamente sua reproducdo apés 13 semanas de exposicdo em
aproximadamente 29,5% do numero total de ovos.

Ao realizar uma comparacdo das alteracdes moleculares e histologicas das
branquias do D. rerio expostos a nanoparticulas metalicas, Griffitt et al., (2008)
demonstraram que as nanoparticulas metalicas produzem toxicidade em organismos
aquaticos que é devido em grande parte aos efeitos de particulas, em oposi¢do a libertacdo
de ibns dissolvidos. Analisaram ainda, a interacdo da composicdo das nanoparticulas e
dissolucdo da resposta das branquias, ap6s a exposicdo a substancias toxicas (NPCu ou
NPAgQ) ou ndo toxicos (NPTiO2). As NPCu aumentou da largura média do filamento
branquial por trés a quatro vezes entre 24 e 48 h, enquanto NPAg néo alterou largura
filamento branquial em qualquer periodo de tempo. As diferencas nas respostas entre as
posicdes indica que cada particula tem um efeito bioldgico distinto que ndo parece ser
acionada unicamente pela liberacdo de ions metalicos sollveis na coluna de agua. Griffitt
et al., (2007) realizaram estudo que comprovou que a exposicao aguda de nanoparticulas
de cobre causa lesdo nas branquias e Letalidade em D. rerio, pois as branquias foram o
principal 6rgdo alvo para a nanoparticula de cobre. Para investigar mais profundamente os
efeitos da nanoparticula no tecido branquial, os D. rerio foram expostas a 100ug/L de
nanoparticula de cobre ou para a concentracdo correspondente de cobre soltuvel que
apresentam devido a dissolugdo das particulas. Sob estas condicGes, as nanoparticulas de
cobre produziram diferentes efeitos morfoldgicos e padrdes de expressdo de genes das
branquias, demonstrando claramente que os efeitos das nanoparticulas de cobre sobre
branquia ndo sdo mediados apenas por dissolugéo.

Griffitt et al., (2010) ainda investigaram a toxicidade de nanoparticulas de aluminio
em D. rerio. Para examinar essa toxicidade, fémeas do D. rerio adulta foram expostas a
NPsAI ou cloreto de aluminio por até 48 horas. Ndo houve mortalidade causadas pelas

concentragcOes de NPAI até 12,5mg/L. Apds a exposicdo, as concentragdes de aluminio nos
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tecidos causaram efeito na morfologia branquial, Nal, atividade K1-ATPase (NKA) e os
padrbes da expressdao foram examinados. Estes resultados indicam que nanoparticulas de
aluminio tem pouca toxicidade aguda para D. rerio.

Ao avaliar os impactos de nanoparticulas de ouro alimentares em D. rerio na
pressdo de baixa contaminacéo, verificando o papel do tamanho, concentracdo e tempo de
exposicdo, Geffroy et al., (2011) constataram que houveram varias disfuncGes na escala
sub celular, e a concentracdo NPAu em alimentos, mostrou alteracdo da composicao do
genoma, com o numero de sitios de hibridacdo em que as sondas de amplificacdo foi
significativamente alterada ap6s exposi¢do a NPAu. Disfun¢des mitocondriais apareceram
no cérebro e no musculo para ambas as doses testadas, mas a acumulacdo do ouro em
tecidos do D. rerio apenas pode ser observadas na exposicao a dose maxima.

Em estudo para avaliar a toxicidade in vivo de nanoparticulas de prata e ions de
prata em D. rerio, Bilberg, et al., (2012) observaram aumento da taxa de movimento do
opérculo e respiracdo superficial ap6s a exposicdo nanoparticula de prata, sugerindo
toxicidade respiratoria.

A avaliacdo da toxicidade dessas nanoformulacdes é de extrema importancia para a
salde humana, ja que seu alcance aos 6rgdos no organismo € facilitado pelo seu tamanho
reduzido e varios estudos demonstraram que as nanoparticulas podem até mesmo entrar no
cerebro e causar lesdo tecidual (MEDINA, et al., 2007; SHARMA 2007).

3.3. AS NANOFORMULACOES

O avanco da nanotecnologia vem impulsionando o mercado mundial e
potencializando o consumo de materiais, produtos e processos voltados para essa area. Tal
fato é verificado através do uso de nanoprodutos em diferentes segmentos como
alimenticio, eletrénico, farmacéutico, biotecnolégico, cosmético, médico-hospitalar,
agricola, entre outros (MOORE, 2006; CHEN; SCHLUESENER, 2008).

Dentro das perspectivas para desenvolvimento de moléculas estaveis e com alto
efeito sobre organismos alvo, a nanotecnologia tem se apresentado como importante
ferramenta, considerando sua aplicacdo no desenvolvimento de produtos contendo
ingredientes ativos em escalas nanométricas (FERREIRA, et al., 2012).

Nessa perspectiva, as nanoformulac@es do tipo nanoemulsdo vém sendo utilizadas

como sistemas de liberacdo de farmacos contribuindo para a biodisponibilizacdo de fontes
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vegetais, com diminuicdo de efeitos adversos. No entanto, os tensoativos podem limitar o
uso farmacoldgico destes sistemas (RODRIGUES et al, 1998).

3.3.1. Nanoemulsdes

Sendo definidas como pequenas goticulas lipidicas dispersas hum meio aquoso, em
que cada goticula esta interligada por uma barreira fina de moléculas de agentes
emulsificantes, as nanoemulsdes sdo sistemas coloidais de transportes de farmacos
extremamente promissores para diversas aplicagoes terapéuticas. (MCCLEMENTS, 2012;
YILMAZ E BORCHERT, 2006). Diferentes das microemulsfes que sdo sistemas estaveis,
as nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis porem, cineticamente estaveis, ou seja,
metaestaveis e se caracterizam por permanecer estavel por um longo periodo. Os processos
de preparo e de estabilizacdo estérica sdo primordiais para determinar a estrutura. Isso
acontece devido o pequeno tamanho de glébulos, proporcionando assim, grande reducdo
na forca da gravidade, superada pelo movimento browniano (FERNANDES, et al., 2004;
TARDQOS, 2004; CAPEK, 2004).

As nanoemulsdes podem ser transparentes ou tranlucidas dependendo da dimenséo
das goticulas relativamente ao comprimento de onda (MCCLEMENTS, 2012). As
nanoemulsdes necessitam de menor quantidade de agente tensoativos, na faixa de 5 a 10%
qguando comparados a microemulsées (HOELLER et al., 2009; FERNANDES, et al., 2004;
TADROS; IZQUERDO; ESQUENA, 2004).

Sendo sistemas naturalmente frageis, torna-se perceptivel o menor sinal de
desestabilizacdo, devido a transparéncia e fluidez, muitas vezes tornando-se opacas e
cremosas. A natureza de fase oleosa e a adicao de polimeros sdo as duas maiores fontes de
instabilidade desses sistemas. Sua textura pode ser alterada através do aumento da sua
consisténcia, com o aumento do contetdo lipidico ou por adicdo de agentes espessantes e
gelificantes (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004)

O tamanho reduzido das goticulas é capaz de penetrar facilmente através das
camadas da pele e promover a penetracdo das substancias ativas incorporadas,
possibilitando a liberacdo controlada de um farmaco, direcionando a célula alvo,
constituindo algumas das vantagens apresentadas pelas nanoemulsdes (HOELLER et al.,
2009). O desenvolvimento de formulagdes para liberacdo ocular, oral e intravenosa das

nanoemulsdes apresenta grande potencial por reduzir os efeitos colaterais de varios
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farmacos de grande potencia e promove um efeito farmacolégico prolongado (YILMAZ E
BORCHERT, 2006).

As nanoemulsdes do tipo O/A apresentam desvantagens, como a instabilidade fisica
que pode ser provocada pela incorporacdo do farmaco no sistema ou pelo simples fato de
alguns lipideos demonstrarem solubilidade insuficiente para fa&rmacos de possivel interesse
para incorporacdo em emulsdes (MULLER et al., 2000). A formacdo de um anel
esbranquicado ou um filme de 6leo em torno da superficie do recipiente € a manifestacédo
mais comum de deterioracdo das nanoemulsdes, sendo resultado de varios mecanismos
fisico-quimicos que ocorrem no interior da emulsdo. Assim, é de extrema importancia
compreender os fatores de maior impacto na formacdo de emulsdes, e determinando
também a influencia de composicdo do sistema na sua estabilidade (RAO E
MCCLEMENTS, 2012).

3.4. O ALCOOL PERILICO - POH

Novas drogas quimioterapicas tém sido desenvolvidas, sendo a maioria originada
de fontes naturais, como os vegetais. Os terpenos sdao exemplos de tais compostos com
propriedades antimitoticas de grande interesse médico (FERNANDES et al., 2005;
BELANGER, 1998). Esses hidrocarbonetos séo classificados de acordo com o numero de
unidades isoprénicas formadas em: hemiterpenos (C5, 1 unidade isoprénica),
Monoterpenos (C10, 2 unidades isoprénicas), sesquiterpenos (C15, 3 unidades
isoprénicas), diterpenos (C20, 4 unidades isoprénicas) e politerpenos (C5)n (MCGARVEY
E CROTEAU, 2005).

Monoterpenos tendem a ser altamente volateis e frequentemente constituem o0s
componentes primarios de 6leos essenciais, a fragrancia principal das plantas. Oleos
essenciais sdo utilizados como perfumes e aromatizantes para cosméticos, alimentos e
medicamentos (BOIK, 2001). O limoneno é um monoterpeno monociclico presente em
cascas de frutos citricos, principalmente de limdo e laranja. Esta substancia de baixa
toxicidade possui atividade quimiopreventiva e quimioterapeutica contra varios tipos de
tumores, devido a sua capacidade de inibir a sua isoprenilacdo pos-traumatica de GTPase,
incluindo membros da familia Ras (GELB, et al., 1995; HOLSTEIN E HOLL, 2003;
NAKADA, et al., 2007).
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A alta dose de limoneno (100mg/kg/dia) necessaria para os efeitos benéficos tém
limitado seu uso. Por esse motivo, outros monoterpenos passaram a ser investigados,
principalmente seus metabolitos alcool perilico (POH) (Figura 3) e acido perilico (PA). Em

humanos aproximadamente 40% do limoneno é metabolizado a PA.

H,C CHy

CH,

Figura 3. Estrutura quimica do alcool perilico (POH)

O POH também ¢ inibidor da isoprenilacdo da proteina Ras, atuando desta forma,
no controle da proliferacdo celular (HOLSTEIN E HOHL, 2003) na ativacdo das vias pos-
apoptaticas e bloqueando o ciclo celular de diferentes células tumorais in vitro (XU, et al.,
2004; FERNANDES, et al., 2005; YERUVA, et al., 2007).

O POH também é encontrado em 0Oleos essenciais de liméo, lavanda, hortela, salvia,
sementes de aipo, bergamota selvagem, gengibre e cerejas, por possuir uma atividade
antitumoral mais potente, é considerado como uma substancias com potencial atividade
regressora de diferentes tumores, incluindo mamarios, pancreaticos e cerebrais (YURI,et
al., 2004; DA FONSECA, et al., 20062 2006b e 2007; MATOS, et al., 2008). Apresenta
também efeito radiossensibilizador (RAJESH et al.,, 2003) e significante inibicdo
angiogénica (LOUTRARI, et al., 2004). J& foram descritas diversas atividades antitumorais
do POH e sua capacidade de bloquear o ciclo celular e causar apoptose em células
leucémicas (CLARK, et al., 2002), de tumor pulmonar (YERUVA et al., 2007) e
adenocarcinoma (ELEGBEDE et al., 2003; WISERMAN, et al., 2007), ativar proteinas
apoptoticas (CLARK, 2006), inibir metastase em células da glia (BALASSIANO, et al.,
2002), inibir proliferacdo de células de cancer de pulmdo (XU, et al., 2004), inibir
migracdo (WAGNER, et al, 2002) e proliferacdo de células de tumor da mama (YURI, et
al., 2004).

Em recente estudo, Salazar et al., (2014) observaram que a administragéo intranasal
de POH ativa o sistema imune e bronquios de 80ug de POH por dia ndo houve sinais
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clinicos da doenca, tais como perda de peso, convulsdes e diarreia. A analise morfologica
dos tecidos indicou que ndo houve altera¢6es nos tecidos.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade Federal
do Amapa. A execucdo dos diversos protocolos experimentais foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa em Farmacos, da Universidade Federal do Amapd — UNIFAP,
situado na Rodovia Juscelino Kubitscheck, Km-02 - Zerdo — Macapa, AP- Brasil.

4.2. OBTENCAO DA NANOEMULSAO.

A NPOH foi obtida e gentilmente cedida pelo Laboratério de Nanobiotecnologia
Fitofarmacéutica do Departamento de Ciéncias Biologicas da Saude da Universidade

Federal do Amapa.

4.2.1. Preparacdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram obtidas por método de baixo aporte de energia
(OSTERTAG et al, 2012) usando 90 % (p/p) de agua destilada, 5 % (p/p) de &lcool perilico
e 2,2 % (p/p) de polissorbato 80 mais 2,8% (p/p) de monoleato de sorbitano, variando a
massa final em 50 g. O éleo essencial e o tensoativo foram agitados a 800 rpm em agitador
magnético por 30 minutos. A agua foi adicionada, em um fluxo de 3.5 mL/min. A mistura
foi agitada a 800 rpm por 60 min. As nanoemulsdes obtidas foram armazenadas em local

com temperatura adequada (20+2 °C).

4.3. ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

4.3.1. Animais experimentais

Os animais foram adquiridos da empresa Acqua New Aquarios e Peixes LTDA ME
situada em Itagassu — PE, sob o protocolo de autorizagdo de uso n® 526140011289802 de
07 de maio de 2014, com registro no IBAMA n° 82957, sendo transportado por via aérea
até a cidade de Macapa pela empresa Gollog servicos de cargas aéreas, protocolo de envio
n® 12700094619755.
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4.3.2. Avaliagéo dos parametros comportamentais em condi¢des ambientais normais

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados 90 animais, tanto para analise
comportamental como para analise histolégica. Para todos os estudos foram utilizados
animais adultos (12 a 14 meses). Os D. rerio foram mantidos no Anexo | do laboratério de
Pesquisa em Farmacos na temperatura de 26 + 10°C e 10 - h claro / 14 —h escuro. Foi
utilizada agua normalizada (ISSO 1996) para a manutencdo dos D. rerio adultos. Para a
producdo de &gua padronizada, foi preparada a partir de 4gua desionizada e 0s seguintes
sais foram adicionados: CaCl, x 2H,O (117,6 mg/L), MgSO, x 7H,O (49.3 mg/L),
NaHCOj3 (25.9 mg/L) e cloreto de potéssio (2,3 mg/L) (Sigma Aldrich).

A 4gua do tanque mde era constituida por dgua desmineralizada misturada com
agua ndo clorada (16:1), adicionada de NaCl a uma condutividade de cerca de 275 uS (132
mg L), o que é 6timo para o zebrafish de acordo com Nusselin-Volhard e Dahm (2000), e
também previne o crescimento de fungos. As concentracdes (em mg L) dos ions
predominantes na dgua do tanque mae sdo: SOy, - 4.25, Na+ 43.19, NO3-0.09, Mg,+ 0.75,
K+ 0.21, Cl- 63.93, Ca,+ 5.31, e HCOs;- 19.31, total de ~ 137 mg L™. O fotoperiodo foi de
10:14 (luz: escuro), onde o periodo de luz foi iniciado no nascer do sol artificial. O nascer
do sol foi feito aumentando gradualmente a tensdo da lampada luminosa fracas por 10
minutos antes da intensidade luminosa rosa na sala. Os aquéarios eram iluminadas com 95-
105 Lux a partir de uma fonte de luz artificial.

Os D. rerio adulto foram alimentados com racdo comercial duas vezes ao dia. Os
animais foram tratados de acordo com o guia para o0 cuidado e uso de animais de
experimentacdo. O comportamento dos peixes foi avaliado por um observador humano e
filmado, ap6s 0, 3, 6, 12, 24, 27, 30, e 48 horas.
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Figura 4 Fluxograma com o resumo da metodologia experimental.

4.3.3. Determinacdo da CLs

Em um béquer de vidro de 1L a NPOH foi diluida em diferentes concentracgdes (25,

35, 50, 125ug/L de NPOH e 125ug/L de Tensoativo) para obtencdo da concentragéo letal

média (CLsp), sendo que este teste foi realizado em triplicata (FIGURA 5), utilizando-se

assim, 15 animais para cada concentracdo e 0S peixes permaneceram em contato com a

solucdo por 48hs. Nesse periodo os animais foram observados e as alteracdes

comportamentais e mortalidade foram registradas.

Os D. rerio ficaram em jejum por 24 horas antes do experimento, de modo a manter

constantes as concentracGes de exposi¢do, uma vez que a nanoemulsdo pode aderir as
particulas de alimentos e fezes (LEAD; WILKINSON, 2006).
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Figurai 5 Exposi¢do aguda do D. rerio as diferentes concentra¢fes da NPOH.
Fonte: Propria.

4.3.4. Avaliagdo dos parametros comportamentais

A analise comportamental foi realizada através da exposicao de 5 peixes (triplicata
n=15) em cada béquer contendo as solucles testadas durante 48h. Nesse periodo foi
observado o comportamento do peixe apos a aplicacdo da NPOH, avaliado por um
observador humano e filmado, apés 0, 3, 6, 12, 24, 27, 30, e 48 horas da exposi¢do as
nanoemulsdo e tratamento com a solugdo controle. As reacbes comportamentais foram
caracterizadas em estagios:

v’ Estagio I: 1) aumento na atividade do nado e 2) tremores no eixo da cauda;

v’ Estagio Il: 1) Nado Circular e 2) Perda da postura

v’ Estagio Ill: 1)Perda da motilidade; 2) Deposi¢do do animal no fundo do aquério e
3) Morte.

4.3.5. Monitoramento da mortalidade

A mortalidade foi monitorizada continuamente, e o peixe foi considerado morto
guando o movimento do opérculo e resposta a estimulos mecanicos ja nao puderam ser
detectados. Apds o término do experimento, 0s peixes restantes foram submetidos a
eutanasia em agua gelada.
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4.3.6. Avaliacdo dos parametros histologicos

Para avaliacdo histoldgica, os dérgdos (branquias, figado e rins) foram fixados em
solucdo de Bowin por 24hs. Os peixes fixados tiveram as nadadeiras removidas e a calda
seccionada na linha que vai do &nus até a porcdo posterior da nadadeira dorsal, este
procedimento reduz o tamanho dos blocos, o que facilitou a microtomia. Apos a fixacédo, as
pecas foram descalcificadas em solucdo de EDTA a 7% por 48hs. As metades foram
desidratadas em uma bateria de alcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (em

lentilhas, marca Inlab), como se segue:

Desidratacéo: Diafanizacao:

« Alcool 70% (1h) « Xilol I (40°)

« Alcool 80% (1h) « Xilol II (40”)

« Alcool 90% (1h) Impregnacao:

+ Alcool 100% I (1h) « Parafina I (1h)

« Alcool 100% II (1h) * Parafina II (2hs)
Incluséo:

* Parafina Pura

Apbs o blocos foram cortados longitudinalmente em micrétomo rotativo (Slee
Medical) com navalhas descartaveis (Slee) na espessura de 5um. Para a realizacdo dos
cortes os peixes foram posicionados em decubito lateral. Os cortes foram dispostos em
laminas de vidro para microscopia éptica, as quais foram deixadas por 25 minutos em
estufa a 50°C para a secagem e melhor aderéncia do material.

O material foi corado em HE (hematoxilina de Harris-LABORCLIN e eosina
amarelada-INLAB), de acordo com o seguinte protocolo:
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* Xilol 100% (10%) * Eosina (6”)

« Alcool 100% I (3”) » Agua destilada (apenas colocar e tirar)
« Alcool 100% II (3”) « Alcool 70% (10”)

« Alcool 95% (3°) « Alcool 80% (10°")

« Alcool 80% (3°) « Alcool 90% (10)

« Alcool 70% (3°) « Alcool 100% 11 (10°*)

* Agua destilada (apenas colocar e tirar) « Alcool 100% I (1°)

* Hematoxilina (3”) * Xilol 100% (1)

» Agua destilada (57) * Montagem c/ balsamo do Canada

A figura 6 mostra algumas etapas da preparagéo histologica do D. rerio.

Figura 6 Etapas para preparacao histolégica dos érgdos do D. rerio.
Fonte: Propria.

Para a analise dos 6rgdos dos peixes submetidos aos testes de toxicidade (N = 15
peixes por concentracdo), foram preparadas de 4 laminas por peixe, com cada lamina
contendo de 4 a 6 cortes. Os cortes foram realizados “de dentro para fora” do peixe, ou
seja, como os peixes foram incluidos em metades, foi possivel iniciar os cortes da espinha
dorsal em diregdo a pele. Esse procedimento, além de diminuir o desgaste da peca, evita
danos a navalha causados por escamas que eventualmente ndo sdo descalcificadas.

As laminas foram observadas em microscopios Opticos marcas Olympus-micronal
BX41 e fotografadas com camera MDCE-5C USB 2.0 (digital).
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4.3.7. Método de andlise do material preparado

Para a analise das laminas foi considerada uma série de alteragcdes histopatologicas
nas branquias, rins e figado, conforme mostram as tabelas 5, 6 e 7, que foram classificadas
em ordem de gravidade e as ocorréncias foram registradas. 1sso possibilitou a aplicagéo de
dois indices para a avaliacdo das alteracdes. Um deles é o VMA (valor médio de
avaliacdo), proposto por Schwaiger et al. (1997), calculado a partir de uma analise

semiquantitativa baseada em uma escala de severidade e ocorréncia das lesdes:

grau 1 = sem alteracBes patoldgicas;
grau 2 = alteracdes pontuais brandas a moderadas;

grau 3 = alteracdes patoldgicas severas e amplamente distribuidas.

Estes valores foram determinados separadamente para cada 6rgdo de cada animal e
a média e o erro padrdo entre os peixes de cada local foram calculados. O outro indice
utilizado foi o IAH (indice de alteracGes histologicas) utilizado por Poleksic; Mitrovic-
Tutundzic (1994) na avaliacdo de efeitos cronicos da poluicdo nas branquias de trés
espécies de peixes ciprinideos. Este indice foi baseado em uma lista de lesbes branquiais,
sendo cada tipo de les&o classificado, conforme a severidade, em estéagios I, Il e I1l.

De acordo com os autores, 0s estagios foram assim descritos:

Estagio I: Alteracbes que ndo comprometem o funcionamento do tecido.
Estagio Il: AlteracGes mais severas que comprometem o funcionamento normal do érgéo.

Estagio I11: AlteracBes muito severas e irreversiveis.

A partir dessa classificagdo das lesBes em estdgios, 0s autores assumiram

empiricamente que a cinética das alteracdes tem um crescimento exponencial. Entao:
a) para o primeiro estagio: 10°
b) para o segundo estagio: 10

¢) para o terceiro estagio: 10

Assim, os indices foram calculados de acordo com a seguinte equag&o:
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na ni ne
S a,+10Y b, +10°Y ¢,
P = =
N

Sendo:

a: primeiro estagio de alteraces.

b: segundo estagio de alteraces.

c: terceiro estagio de alteragdes.

na: numero total de alteracdes consideradas como sendo do primeiro estégio.
nb: ndmero total de alteracbes consideradas como sendo do segundo estagio.
nc: nimero total de alteracdes consideradas como sendo do terceiro estagio.

N: nimero de peixes analisados por tratamento.

No presente trabalho, esta equacéo foi utilizada para calcular o indice de alteracdes
ndo s6 nas branquias, mas também nos rins e figado. Poleksic & Mitrovic-Tutundzic
(1994) estabeleceram, ainda, as seguintes relagdes entre os valores de/e os efeitos nas
branquias. No presente trabalho essas relagdes foram extrapoladas para os rins e o figado.

Entdo, de maneira geral, as relacGes ficaram assim estabelecidas:

Valores de  Efeitos
0-10 6rgdo funcionalmente normal
11-20 6rgdo com alteragdes de leves a moderadas
21-50 orgdo com alteracdes de moderadas a graves

>100 6rgdo com danos irreversiveis
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Tabela 1. Alteracdes histoldgicas consideradas na analise das branquiais de D. rerio expostos as

diferentes concentragdes da NPOH.

ALTERACOES HISTOLOGICAS

ESTAGIO

a) Hipertrofia e hiperplasia do tecido respiratorio

Hipertrofia das celulas epiteliais

Adelgamento epitelial

Deslocamento ou elevacao das células do epitélio

Ruptura epitelial

Hiperplasia das células epiteliais na base das lamelas secundérias

Hiperplasia das células epiteliais ao longo das lamelas secundarias

Fusdo parcial (na base ou no topo) das lamelas secundarias

Fusdo completa de algumas lamelas secundérias

Fusdo completa de todas as lamelas secundarias

Degeneracdo celular

Infiltracdo de leucdcitos no epitélio branquial

b) Alterac6es nas células mucosas e cloreto

Hipertrofia e/ou hiperplasia das células mucosas

Presenca de células mucosas nas lamelas secundarias

Hipertrofia e/ou hiperplasia das células cloreto

Presenca de células cloreto nas lamelas secundarias

c) Alteragdes nos vasos sanguineos lamelares

Dilatacdo dos capilares

Desarranjo dos capilares

Congestéo vascular

Hemorragia causada por ruptura de capilares

Aneurisma lamelar

d) Estagio terminal

Fibrose

Necrose

e) Parasitas branquiais

Presenca de parasitas

O estagio considerado para cada alteracdo esta indicado na segunda coluna. Baseado em Poleksic & Mitrovic-Tutundzic

(1994).
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Tabela 2. Alteragdes histologicas consideradas na analise do figado de D. rerio expostos as

diferentes concentragdes da NPOH

ALTERACOES HISTOLOGICAS

ESTAGIO

a) Alteracdes nos hepatdcitos

Desarranjo dos cord@es hepéticos

Perda ou atipia do contorno celular

Perda ou atipia do contorno nuclear

Aumento do volume celular

Aumento do volume nuclear

Atrofia nuclear

Intensa vacuolizacdo citoplasmaética

Vacuolizacdo nuclear

Diminuicao da frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos

Degeneragéo citoplasmatica

Degeneracdo nuclear

Rompimento celular

Diminuicdo do glicogénio

Estagnacao biliar

b) Alteracbes nos vasos sanguineos

Aumento da frequéncia relativa de vasos sanguineos

Hiperemia

Ruptura de vasos

Aumento do volume relativo dos vasos

c) AlteracGes nos canaliculos biliares

Degeneracdo dos canaliculos biliares

d) Estégio terminal

Necrose (focal ou total)

. O estagio considerado para cada alteragdo esta indicado na segunda coluna. Baseado em Rigolin-

S& (1998).
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Tabela 3. AlteracGes histolégicas consideradas na analise do rim de D. rerio expostos as diferentes
concentracdes da NPOH.

ALTERACOES HISTOLOGICAS ESTAGIO

a) Alteracdes no tecido linfoide

Perda do contorno celular ou contorno celular atipico I

b) Alteracbes nos glomérulos e tabulos renais

Degeneracdo hialina tubular leve I

Degeneracdo hialina tubular severa I

Hipertrofia das células tubulares I

Desorganizacao tubular I

Desorganizacao glomerular I

Degeneracdo tubular I

Degeneracdo glomerular I

Aumento do espaco da capsula de Bowman I

Diminuicdo do espaco da capsula de Bowman I

Dilatacao dos capilares glomerulares I

Degeneracdo citoplasmatica das células tubulares I

Degeneracdo nuclear das células tubulares I

Presenca de tibulos em regeneragdo ou de “novos néfrons” |

Obstrucéo tubular I

Aumento do lmen tubular |

Presenca de tecido linfoide na capsula de Bowman I

Diminui¢do da frequéncia relativa de glomérulos I

c) AlteracOes nos vasos sanguineos

Dilatacdo dos vasos sanguineos I

Hiperemia I

Ruptura dos vasos sanguineos T

d) Estagio terminal

Necrose 1

O estagio considerado para cada alteracdo esta indicado na segunda coluna. Baseado em Rigolin-Sa
(1998) e em alteracGes descritas por Takashima & Hibiya (1995).
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4.4, ANALISE ESTATISTICA

Os valores da CLsp mais seus intervalos de confianca de 95% foram calculados pela
analise de probitos utilizando o Software GraphPad Prism versdo 5.0. Para analise dos
dados histologicos aplicou-se ANOVA (one-way) seguida do teste de Tukey-Kramer para
comparagao dos grupos testes e controle. Os dados foram expressos como média + 0 erro
padrdo médio. Resultados com p < 0.05, p<0,01 e p<0,001 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

A submissdo via imersdo do D. rerio as diferentes concentragdes da NPOH
desencadearam expressivas alteracbes comportamentais nos peixes e foram classificadas
em estagio I, Il e Il (Tabela 4). Ribeiro (2013) também classificou as alteracdes
comportamentais do D. rerio em estagios I, Il e 11l ao expor esses organismos ao extrato
etanolico de Spilanthes acmella (Jambu) e observou que essas altera¢des iniciam com o
aumento da excitabilidade do animal que culminam com perda de postura, deposi¢cdo do
animal no fundo do béquer até a morte.

Durante a exposicdo a NPOH o comportamento dos peixes foi filmado durante 2
minutos a cada hora de observacdo. A acdo toxica da NPOH foi relativamente rapida, com
sinais de estresse aparecendo desde o momento da exposi¢cdo. Na concentragdo mais
elevada da NPOH (>50ug/L), os sinais de estresse observado foram; aumento na atividade
do nado, seguido pela perda de postura, perda de motilidade, dai por diante ocorreu a
respiracdo superficial e finalmente o peixe ficou parado no fundo do béquer até que o
movimento do opérculo ndo pode mais ser observado caracterizando assim a morte (4
minutos apds a exposi¢ao).

Bilberg et al., (2012) ao avaliar a toxicidade de nanoparticulas de prata sobre os
parametros comportamentais do D. rerio, também observou que, as altas concentracfes
(>70ug/L) causam significativas alteracbes comportamentais nesses organismos, que
culminaram na morte.

Nas concentracdes de 25ug/L e 35ug/L da NPOH, as alteracbes mais frequentes
foram de estagio Il e Il e 33hs apds a exposicdo ja ndo foram registrados alteracdes
comportamentais para 0S peixes expostos as concentracdo de 25ug/L. Nao foram
observadas alteracbes comportamentais nos peixes expostos a concentragao de 125ug/L de
tensoativo em nenhuma hora apds a exposicao.

A atividade natatoria é dentre as alteracbes comportamentais a mais importante,
pois € um indicador que integra o status interno do animal (LITTLE et al., 1993). Segundo
Schreck et al. (1997) a exposi¢do do peixe a uma situacdo de estresse, acarreta no seu

primeiro mecanismo de defesa que na maioria das vezes, é o comportamento de fuga, na
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tentativa de diminuir a probabilidade de morte, ou entdo, pode ocorrer um comportamento

de economia do gasto metabdlico para manter a homeostasia fisiolégica.

Tabela 4. Alteragdes comportamentais das diferentes concentragdes da NPOH e controle sobre o
D. rerio nas diferentes horas de observacao.

AlteragOes comportamentais das diferentes concentracbes da NPOH e controle

sobre D. rerio.

25 pug/L de 35pug/Lde 50 pg/L de 125ug/L 125ug/L  de
NPOH NPOH NPOH de NPOH  Tensoativo

Estégio | 0’ le?2 1 le?2 le2 1
Estagio Il 0’ 2 2 le?2 le?2
Estégio 0 le2 le2 le2 1,2e3
i

Estagio | 3hs 2

Estagioll 3hs 2 2 2

Estégio 3hs le?2 le2 1,2e3

i

Estagio | 9hs

Estdgioll 9hs 2 2

Estagio 9hs le2 le?2

i

Estagio | 24hs

Estagioll 24hs 1le?2 2

Estagio 24hs 3 le 2

i

Estdgiol  27hs

Estagioll 27hs 2 2

Estagio 27hs 2 le?2

i

Estdgiol  33hs

Estagio Il 33hs 2

Estagio 33hs 1,2e3

i

Estagio | 48hs

Estagio Il 48hs 2

Estagio 48hs 1,2e3

Estdgio I: 1) aumento na atividade do nado e 2) tremores no eixo da cauda; Estagio Il: 1) Nado
Circular e 2) Perda da postura; Estagio Ill: 1)Perda da motilidade; 2) Deposicdo do animal no
fundo do aquério e 3) Morte.
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5.3. DETERMINACAO DA CLs,

A tabela 5 mostra o percentual de animais mortos pelas diferentes concentragdes
da NPOH. Tais resultados mostraram susceptibilidade crescente do D. rerio a diferentes
concentracdes de exposicdo, sendo que nas altas concentracbes (>50ug/L) a letalidade
chegou a 100%. Segundo Bilberg et al., (2012) a medida que se aumenta a concentragao
de nanoformulacGes a mortalidade dos peixes também aumenta.

Foi observado ainda que os a concentracdo de 25ug/L da NPOH ndo produziu
efeito visivel sobre os animais, expressando a mortalidade em apenas um peixe. Griffitt et
al., (2010) ao avaliar a toxicidade de nanoparticulas de aluminio, observaram que a
concentracdo de 12,5ug/L ndo causou mortalidade em D. rerio, indicando que
concentragdes menores que 25ug/L ndo causam mortalidade em D. rerio. Ndo houve

registro de mortalidade no grupo de 125ug/L de tensoativo.

Tabela 5 Numero e porcentagem de animais mortos pelas diferentes concentragdes da NPOH sobre
o D. rerio.

Numero e porcentagem de animais mortos nas diferentes concentragdes das NPOH
sobre D. rerio

Concentracéo 25ug/L  35ug/L 50ug/L 125ug/L 125ug/L de

Tensoativo
Numero de 1 8 15 15 0
animais mortos
Porcentagem 6% 53% 100% 100% 0%

Para determinacéo da dose letal media (CLso.agns), foram plotados no grafico da
figura 7 a percentagem de animais mortos para apenas trés das concentracdes de exposicdo
(25, 35 e 50ug/L), ja que a concentracdo de 125ug/L também foi letal a 100% dos peixes, a
mesma ndo foi incluida. Assim, a CLs, foi de 34,3ug/L. Chae, et al., (1999) ao avaliaram a
toxicidade de nanoparticulas prata em ensaios de 96hs encontrou o valor da CLsy de
34,6ug/L-1, semelhante ao valor da CLs, do NPOH.
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Figura 7. Efeito da administracdo das diferentes concentragdes da NPOH em solucdo (25ug/L,
35ug/L, 50ug/L e 125ug/L) sobre zebrafish. n = 15/grupo, CLs, = 34,3ug/L.

5.4. AVALIACAO DOS PARAMETROS HISTOLOGICOS (BRANQUIAS).

O D. rerio possuem, em cada lado da faringe, conforme j& descrito para a maioria
dos teleosteos, 4 arcos branqguiais, cada um com duas fileiras de filamentos, os quais
contém, de ambos os lados, as lamelas secundarias. A figura 8a demonstra, trechos de um
filamento branquial de D. rerio. E um 6rgdo bilateral, situado fora da cavidade opercular e
apresenta aparéncia glandular pelo fato dos filamentos branquiais estarem completamente
"aglutinados" por um tecido glandular (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

Sendo caracterizado como locais potenciais na absorcdo de agentes toxicos
presentes na agua, as branquias sdo consideradas como 6rgao de dominancia na tomada de
substancias da agua, devido a caracteristicas como a grande superficie de absorcdo, a
pequena distancia de difusdo e o grande fluxo contracorrente entre agua e sangue
(BARRON in HOFFMAN et al., 1995).

No tecido branquial do D. rerio, as alteragdes histolégicas mais frequentes estdo
apresentadas na tabela 6. As alteracfes consideradas como de primeiro estagio foram: a
hipertrofia do epitélio respiratorio (Fig 8c) hiperplasia das células epiteliais (Fig 8b),
células de cloreto nas lamelas secundarias e dilatacdo dos capilares.

Rigolin-S& (1998) afirma que a hipertrofia do epitélio respiratorio, bem como a
hiperplasia e outras alteracfes, € um mecanismo de defesa das branquias promovendo o

aumento da barreira 4gua e sangue que reduz e até mesmo impede a passagem de agua
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entre as lamelas secundérias podendo resultar ou ndo na fusdo dessas lamelas e causando
uma perda da superficie respiratéria que pode levar a morte por anoxia (RAND;
PETROCELLLI, 1985; RUDNICKI 2004). A fusdo das lamelas secundérias sera parcial se a
hiperplasia se restringir a base ou somente a uma por¢cdo dessas lamelas, conforme
observado com frequéncia nas concentracdes de 35 e 50ug/L da NPOH, porém, se a
hiperplasia estiver presente ao longo dos filamentos a fuso seré total, considerando que as
células hiperplasicas preenchem todo espaco interlamelar. Em casos extremos de
hiperplasia segundo Meletti (2003) a fusdo das lamelas pode ocorrer em todo o filamento
branquial, situagdo ndo observada em nenhuma das concentracfes de exposigéo.

O deslocamento total do epitélio das lamelas secundarias foi observado com maior
intensidade nos individuos expostos as concentracdes de 50, 35 e 25ug/L da NPOH (Fig.
8d, 8e, 8f), sendo considerada por muitos autores como uma das primeiras alteracfes
observadas nas branquias de peixes expostos a agentes toxicos (HEATH, 1987; MULLER;
LLOYD 1994; RIGOLIN-SA 1998).

Segundo Meletti (2003), as células mucosas e as células de cloreto podem se tornar
hiperplasicas e/ou hipertroficas em funcdo de agentes toxicos presentes na agua. A
presenca das células de cloreto e células mucosas nos peixes expostos as concentracdes da
NPOH e do tensoativo se deu em todos 0s grupos. No entanto foi registrada menor
proporcéo no grupo de 125ug/L do tensoativo (Tabela 6).

A ocorréncia de dilatacdo dos capilares das lamelas secundarias foi frequentemente
acompanhada de congestdo vascular, caracterizada pela estagnacdo do sangue. Esse tipo de
alteracdo € raramente observado em condi¢des normais, a presenca de muitos eritrocitos
pode ocasionar 0 aparecimento de aneurisma ou até mesmo hemorragia causada pela
ruptura epitelial e extravasamento de sangue (MELETT]I, 2003). A presenca de aneurisma
foi observada com mais frequéncia na concentracdo de 35ug/L da NPOH.

Foram ainda observadas neste estudo, as alteragOes regressivas, que séo causadas
pela hipofungdo de células e tecidos, envolvendo degeneracdo e necrose. Segundo
Takashima; Hibyia (1995), muitos agentes patologicos podem levar a edemas epiteliais,
vacuolizacdo e necrose nas lamelas secundérias. O prejuizo ao fluxo sanguineo das
alteracdes observadas no tecido branquial compromete a fungdo primordial das brénquias

de realizarem as trocas gasosas (MELETTI, 2003).
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exposicdo da NPOH. a) Filamento branquial normal em corte longitudinal de D. rerio. cm-canal
marginal; cp-célula pilar; EF-epitélio estratificado do filamento; ELS — epitélio pavimentoso das
lamelas secundérias; LS - lamela secundaria, SVC-seio venoso central; b) Filamento branquial em
corte longitudinal de D. rerio expostos a 125ug/L do Tensoativo. Observar o desprendimento do
epitélio respiratorio das lamelas (setas); ¢) Filamento branquial em corte longitudinal de D. rerio
expostos a 125ug/L NPOH. Observar hipertrofia das células epiteliais (+), hiperplasia das células
epiteliais na base das lamelas secundarias (setas preta) e presenca de células de cloreto (setas
branca). Detalhe no seio venoso central (SVC); d) Filamento branquial em corte longitudinal de D.
rerio expostos a 50ug/L NPOH. Observar o deslocamento total do epitélio respiratério (*) e
Necrose das células do epitélio respiratdrio (N); e) Filamento branquial em corte longitudinal de D.
rerio expostos a 35ug/L NPOH. Observar deslocamento das células do epitélio lamelar (*),
Secre¢do de muco (setas branca), degeneracdo das células do epitélio lamelar (Setas preta) e
Necrose (N). f) Filamento branquial em corte longitudinal de D. rerio expostos a 25ug/L NPOH.
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Observar o deslocamento total do epitélio respiratorio (*) e Necrose das células do epitélio
respiratorio (N). (HE, 5 um);

Tabela 6: Ocorréncia das alteragBes branquiais nos grupos expostos as diferentes concentracfes da
NPOH.

Alteracdo Estagio 125ug/L 25ug/L 35ug/L de  50pg/L de  125ug/L
Tensoativo de NPOH NPOH NPOH de NPOH

HTCE | 86,6 100 100 100 100
AdE | 6,6 0 0 0 0
D-ELS | 80 100 100 93,3 40
HPBLS | 73,3 80 100 93,3 100
HPLS | 13,3 53,3 33,3 40 33,3
FPLS | 33,3 80 93,3 93,3 33,3
LeuELS | 0 0 6,6 6,6 0
HP/HTCM | 6,6 80 93,3 86,6 60
HP/HTCC | 20 93,3 100 93,3 86,6
CCLS | 66,6 93,3 100 93,3 86,6
MuLS | 66,6 93,3 93,3 86,6 73,3
DiC I 66,6 93,3 93,3 93,3 93,3
DeC | 80 93,3 93,3 93,3 93,3
CVv I 73,3 100 80 80 6,6
Par I 0 0 0 0 0
FCalgLS I 20 53,3 46,6 26,6 13,3
FCtodLS I 0 0 0 0 0
DC I 0 100 86,6 80 0
RE I 20 80 73,3 60 20
Hem I 0 0 6,6 0 0
Na I 6,6 33,3 4,0 33,3 0
Fib i 0 0 0 0 0
Nec Il 0 100 93,3 93,3 20

Os nameros representam, em porcentagens, 0 numero de peixe que apresentou dano, do total de
peixes analisados para casa concentracdo (N=15). HTCE=hipertrofia das células epiteliais;
AdE=adelgamento do epitélio; D-ELS=Deslocamento ou elevacdo do epitélio da lamela secundéria
(LS); HPBLS: hiperplasia na base das LS.; HPLS=hiperplasia ao longo das LS.; LeuELS= presenca
de leucdcitos; HP/HTCM=hiperplasia/trofia das céls. mucosas; HP/HTCC= hiperplasia/trofia das
céls. cloreto; CCLS=céls cloreto nas LS; MuLS=presenc¢a de muco entre as LS; DiC=dilatacdo de
capilares; DeC=desorganizacdo de capilares; CV=congestdo vascular; Par=presenca de parasitas;
FCalgLS=fusdo completa de algumas LS; FCtodLS=fusdo completa de toas as LS;
DC=degeneracdo celular: RE=ruptura epitelial; Hem=hemorragia; An=aneurisma; Fib=fibrose;
N=necrose.

Como é possivel observar na tabela 7 e figura 9 (a, b, ¢), as concentracbes da
NPOH (25, 35 e 50ug/L) causaram alterac6es significativas sobre as branquias do D. rerio
quando comparadas com a concentracdo de exposicdo do tensoativo (125ug/L), s6 nédo
houve significAncia quando comparado com a concentracdo de 125ug/L da NPOH

apresentando p>0,05 (Anova, teste Tukey-Kramer). Quando comparados os IAH da NPOH
entre si, foi possivel observar que a concentracdo de 25ug/L com p<0,05 e p<0,001 (Fig. 9
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al) causou maior dano ao tecido branquial, seguido pela concentragdo de 35ug/L com
p<0,001 (Fig. 9 b2). Nesse sentido, é possivel afirmar que, as menores concentraces da
NPOH tiveram maior IAH pelo tempo de exposi¢cdo que foi maior que as demais
concentracdes (>50ug/L). Assim, esse estudo corrobora com o realizado por Federici, et
al., (2007) que avaliou a toxicidade de nanoparticulas de dioxido de titdnio nas branquias
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss): em que foi possivel observar significativas no
tecido branquial.

Apenas a concentracdo de exposicdo do tensoativo (125ug/L) apresentou Orgao
funcionalmente normal e sem alteracGes patoldgicas (grau I). A concentracdo da NPOH de
125ug/L apresentou 6rgdo com alteragBes de leves a moderadas (grau 1) e as
concentracdes da NPOH de 25, 35 e 50ug/L apresentaram 6rgdo com alteracGes de
moderadas a graves, amplamente distribuidas pelo 6rgdo (grau Ill). Essa diferenca
estatistica significativa quando comparada com o controle se deu principalmente pelo
tempo em que o D. rerio ficou exposto a cada concentragcdo. Assim, observa-se que as
concentracdes mais baixas (<35ug/L) foram mais toxicas ao D. rerio, pois a maioria dos
peixes sobreviveu até o final do experimento (48hs).

Diversos estudos mostram que 0s materiais na escala nanométrica podem produzir
muitos efeitos tdxicos sobre as branquias do D. rerio, e esse efeito tdxico esta diretamente
relacionado ao tamanho nanométrico desses materiais que podem causar diferentes
alteracdes morfologicos pela facil absorcdo (RAHMAN et al, 2002; OBERDORSTER,
2007; GRIFFITT, et al., 2007, 2008 e 2010).

Tabela 7. Média do Indice de alteracdes histoldgicas (IAH) das Branquias de D. rerio para cada
triplicata (N=5/T- N=15/grupo) nas concentra¢des de exposi¢cdo a NPOH.

Triplicatas Branco 125ug/L 25ug/L 35ug/L 50ug/L 125pg/L
Tensoativo NPOH NPOH NPOH NPOH

01 0,0 8,8 53,8 44,6 28,4 10,9

02 0,0 4,6 54,2 30,8 28,6 20,6

03 0,0 4 54,2 26,6 28,8 19,4
Média 0,0 5,8 54 34,6 28,6 16,9
Erro Médio +0,0 *1,51 +3,05 10,11 15,43 +0,13

Padrao
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Figura 9. Média do IAH a partir das alteracdes observadas nas branquias de D. rerio expostas as
concentracdes da NPOH (25, 35, 50 e 125ug/L). Os pontos representam a média + EPM de n =
15/grupo. Anova seguida do teste Tukey-Kramer, a = p <0.001, b =p<0.001,ec=p<0.01
comparado com a concentracdo do tensoativo (125 pg/L), 1 = p<0,05 comparando 25ug/L com
50ug/L e p<0,001 comparando 25ug/L com 125ug/L; 2 =p<0,001 35ug/L comparando
com125ug/L e 3 =p<0,01 comparando 50ug/L com 125ug/L.

5.5. AVALIACAO DOS PARAMETROS HISTOLOGICOS (FIGADO).

O figado € considerado como o local mais importante na sintese e
biotransformacdo, é também essencial a sintese de bile, armazenamento de lipidios e
glicogénio, bem como a producdo de vitelogenina e proteinas presentes na pelicula que
envolve o ovo (GOKSOYR; HUSQY, 1998).

O figado de D. rerio possui hepatdcitos com o aspecto tipico descrito para a
maioria dos vertebrados. Na tabela 8 encontra-se a ocorréncia de alteracGes hepaticas nos
peixes expostos as diferentes concentracdes da NPOH.

As alteracBes de Estagio | mais frequentes foram; desorganizacdo dos corddes
hepéticos, perda ou atipia do contorno dos hepatécitos, vacuolizacdo citoplasmatica (Fig
10b, 10c, 10d, 10f) e diminuicdo do glicogénio (Fig 10c, 10d). Segundo Meletti (2003), a
vacuolizagdo citoplasmética nos hepatocitos, pode ser uma medida indireta, porem néo
muito precisa da quantidade de glicogénio ou de lipidios nessas células. Rigolin-Sa (1998)
chama a atencdo para o fato de que a vacuolizacdo pode ser devido a diminui¢do da
concentragdo do glicogénio no figado e aumento da quantidade de lipidios e que estes, por
sua vez, podem se combinar com agentes tdxicos, 0s quais se acumulariam nos

hepatdcitos.
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A estagnacéo biliar foi observada em maior proporgédo nas concentragcdes da NPOH.
A bile estagnada aparece em granulos que podem ser amarelos amarronzados ou verdes
amarronzados dentro das células (TAKASHIMA; HIBYIA, 1995; PACHECO; SANTOS,
2002). Denominada como colestase, essa alteracdo é caracterizada como manifestacao de
uma condigdo patofisiologica, atribuida a falha do metabolismo ou da excrecdo de
pigmentos biliares. E necessario que a bilirrubina seja solubilizada em &gua para ser
excretada, isso ocorre somente por meio da conjugacao do acido glucurénico. Assim, se
ocorrer uma diminuicdo na capacidade de ligacdo da bilirrubina a esse acido pode ser a
razdo para a disfuncéo hepatica (PACHECO; SANTOS, 2002).

A hiperemia (Fig. 10e), degeneracdo citoplasmatica (Fig. 10c, 10e, 10f) e
degeneracdo nuclear (fig. 10C) foram as alteracbes de estagio Il mais frequentes e foram
observadas nas concentracfes de 50, 35 e 25ug/L. Takashima e Hibyia (1995) sugeriram
que se realizem estudos mais aprofundados para elucidar se a alta vacuolizagdo
citoplasmatica no figado de D. rerio constitui uma alteracdo histolégica negativa ou se é
um evento que deve ser considerado como uma alteracdo associada com algum tipo de
degeneracdo. A degeneracdo nuclear e rompimento celular nos hepatocitos demonstra o
elevado grau de hepatotoxicidade a NPOH.

Quanto as alteracGes de estagio Ill, apareceram somente nas concentracdes de
exposicao da NPOH com necrose focal e total do tecido hepético (Fig. 10c, 10d, 10e, 10f),
sendo ausente na concentracdo de 125ug/L do tensoativo (Fig. 10b). Segundo Castro et al.,
(2014) os agentes tdxicos provocam um aumento de reacdo inflamatoria (infiltracdo de
leucécitos) e de areas de necrose. Poleksic; Karan (1999) observaram necrose nos
hepatdcitos de carpas e expde a importancia de estudos histopatoldgicos para analisar os
danos causados por agentes toxicos.

Sendo considerado como principal 6rgdo de metabolizacdo de drogas e com
importante funcdo de detoxificagdo, o figado biotransforma e elimina muitos xenobidticos,
principalmente na forma de conjugados, sem maiores consequéncias. No entanto, alguns
sdo concentrados a niveis toxicos, enquanto outros sdo bioativados a compostos
intermediarios reativos que podem lesar o figado de diversas maneiras (KULKARNI, 1994
apud RABELO, 2008).
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Figura 10. Imagens de figado de D. rerio expostos as concentragfes de exposi¢cdo da NPOH. a)
Figado normal em corte longitudinal de D. rerio. Notar os hepatocitos (H); b) Figado em corte
longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de 125ug/L do tensoativo. Nota a vacuolizacdo do
citoplasma (*); ¢) Figado em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de 125ug/L
NPOH. Observar vacuolizacdo citoplasméatica (>), estagnacdo biliar (cabegca das setas),
degeneracdo nuclear (setas pretas), degeneracdo do citoplasma (*) e diminuicdo do glicogénio (+);
d) Figado em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de 50ug/L NPOH. Observe a
intensa vacuolizacdo do citoplasma (>), diminuicdo do glicogénio (+), atipia do contorno celular
(setas), e diminuicdo na frequéncia relativa de nlcleos; e) Figado em corte longitudinal de D. rerio
exposto a concentracao de 35ug/L NPOH Observe a degeneracdo do citoplasma (setas), estagnacao
biliar (cabeca das setas), bem como presenga de sinusdides e intensa presenca de leucdécitos (*)
caracterizando hiperemia; f) Figado em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de
25ug/L NPOH. Observe intensa vacuolizacéo do citoplasma (*), degeneracdo citoplasmatica (+) e
Necrose focal (N). (HE, 5um).
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Tabela 8 Ocorréncia das alteracdes hepaticas nos grupos expostos as diferentes concentra¢des da
NPOH.

Alteracéo Estagio 125u0/L 25ug/L de 35ug/L de 50ug/L de 125ug/L

Tensoativo NPOH NPOH NPOH de NPOH

DesCH I 26,6 100 93,3 66,6 60
PContCel I 0 100 93,3 93,3 46,6
PContNuc | 13,3 100 100 100 80
AVolCel I 0 86,6 20 46,6 40
AVoINuc I 0 20 6,6 333 26,6
VacCit I 40 86,6 100 86,6 93,3
DFregNuc | 0 20 33,3 20 6,6
AFreqVas I 0 6,6 0 33,3 33,3
AVolVas I 0 66,6 66,6 33,3 66,6
DimGlic I 46,6 60 86,6 73,3 100
EstBil I 13,3 40 60 46,6 80
HHem I 6,6 73,3 80 86,6 80
RupVas Il 0 0 6,6 60 6,6
DegCanBil 1l 0 26,6 20 13,3 13,3
VacNuc I 0 66,6 93,3 33,3 46,6
DegCit I 26,6 100 100 100 100
DegnUC Il 0 100 93,3 100 100
AtrofNuc I 0 333 20 40 13,3
RompCel I 0 46,6 93,3 40 0
Necrose 11 0 100 100 93,3 26,6

Os numeros representam, em porcentagens, 0 nimero de peixes que apresentaram o dano, do total
de peixes analisados para cada concentracdo (N=15). DesCH=desorganizacdo/descaracterizacao
dos corddes hepaticos; PContCel=perda ou atipia do contorno dos hepatdcitos; PCont Nuc=perda
ou atipia do contorno do nucleo dos hepatocitos; AVolCel=aumento do volume celular; AVolNuc=
aumento do volume nuclear; VacCit=vacuolizacdo citoplasmatica; DFreqNuc=diminui¢do da
frequéncia relativa de nucleos; AFreqVas=aumento da frequéncia relativa de vasos;
AVolVasos=aumento do volume de vasos; DimGlic=diminuic¢do do glicogénio; EstBil=estagnacéo
biliar, HHem=hiperemia; RupVas=ruptura de vasos; DegCanBil=degeneracdo de canaliculos
biliares; VacNuc=vacuolizacdo nuclear; DegCit= degeneracao citoplasmatica;
DegNuc=degeneracdo nuclear; AtrofNuc= atrofia nuclear; RompCel=rompimento celular.

A tabela 9 e figura 11 (a, b, ¢) mostram que as concentragdes da NPOH (25, 35 e
50ug/L) causaram alteragdes significativas sobre as do D. rerio quando comparadas com a
concentracdo de exposi¢do do tensoativo (125ug/L) com p<0,05, p<0,01 respectivamente.

S6 nédo houve significancia quando comparado com a concentracdo de 125ug/L da NPOH.
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Quando comparados os IAH da NPOH entre si, ndo foi possivel observar alteraces
significativas, pois apresentaram p>0,05. Segundo Hudes et al., (2000); Azzoli et al.,
(2003) nenhuma evidéncia de toxicidade hepatica do POH, foi relatada. Essa afirmacao
mostra que a NPOH se inclui nos padrdes de toxicidade observados nos diversos tipos de
nanoformulagdes que j& foram testadas.

Apenas a concentracdo de exposicdo do tensoativo (125ug/L) apresentou
orgdo funcionalmente normal e sem alteracbes patologicas (grau 1). As demais
concentracdo da NPOH de (2, 35, 50 e 125ug/L) apresentaram 6rgdo com alteracfes de
moderadas a graves. Klingelfus, (2013) ao estudar os efeitos toxicos de nanoparticulas de
dioxido de titanio (TiO2) e chumbo inorganico (Pbll) em Rhamdia quelen observou que,

apos a exposicao o figado dessa espécie apresentou alterac6es histologicas significativas.

Tabela 9. Média do indice de alteragdes histoldgicas (IAH) no Figado de D. rerio para cada
triplicata (N=5/T- N=15/grupo) nas concentra¢des de exposi¢cdo a NPOH.

Triplicatas Branco  125ug/L 25ug/L 35ug/L 50pg/L 125ug/L
Tensoativo NPOH NPOH NPOH NPOH
01 0,0 0,6 35,6 34 34,2 31,6
02 0,0 2,6 33,4 31,6 56,2 32
03 0,0 5 33,4 55,6 31,8 12,2
Média 0,0 2,73 34,13 40,4 40,73 25,26
Erro Médio +0,0 1,27 0,73 17,63 17,76 6,53
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Figura 11. Efeitos das aplicacGes das diferentes concentracdes da NPOH (25, 35, 50 e 125ug/L)
sobre os figados de D. rerio. Os pontos representam a média + EPM de n = 15/grupo. Anova
seguida do teste Tukey-Kramer, a = p < 0.05, b = p <0.01, e c = p < 0.01 comparado com 0
tensoativo (125 pg/L).
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5.6. AVALIACAO DOS PARAMETROS HISTOLOGICOS (RINS)

Os rins de D. rerio foram facilmente identificados e presentes na grande maioria
dos cortes realizados para andlise histologica. O corpuasculo renal, o tabulo contorcido
proximal e o tubulo contorcido distal (Fig. 12a) possuem o aspecto caracteristico descrito
por Takashima & Hibiya (1995) para a maioria dos teledsteos de dgua doce. Ndo ha muita
diferenca na constituicdo entre as porcGes anterior e posterior do rim nessa espécie, sendo
que possui muitos nefrons e tecido linfoide intersticial.

Entre as alteracfes mais frequentes consideradas como de primeiro estagio (Tabela
10) no tecido renal do D. rerio expostos as concentracfes da NPOH pode-se destacar as
alteracdes tubulares observados principalmente nos peixes expostos a concentracdes baixas
(<50ug/L). Nestes animais, foi também observada hipertrofia das células tubulares. Essa
alteracédo segundo Meletti (2003) ¢ classificada como um tipo de “cloudy swelling” que se
caracteriza pela presenca de células epiteliais tubulares inchadas ou hipertrofiadas com
granulos finos de eosinofilos no citoplasma. Observou-se também a degeneracao hialina,
caracterizada pela presenca de grandes granulos eosinofilos no citoplasma que, segundo
Takashima; Hibyia (1995) e Hinton; Laurén (1990) podem ser produzidos dentro da
propria célula ou formados pela reabsorcdo do excesso de substancias proteicas
eventualmente filtradas pelo glomérulo. Grande parte das alteracGes tubulares observadas
nos rins de D. rerio sdo provocadas por distlrbios metabolicos causados por agentes
toxicos (MELETTI, 2003). De acordo com Takashima; Hibyia (1995), a maioria das
alteracOes tubulares é encontrada nas células epiteliais e muitas dessas alteracdes sdo
degenerativas que culminam muitas vezes em necrose. No entanto, os autores afirmam que
ainda ndo se pode confirmar que a hipertrofia das células tubulares e a degeneracdo da
hialina sempre resultam em necrose. A necrose, classificada neste estudo como alteracdo
de terceiro estagio foi observada em todas concentracdes de exposi¢do da NPOH e também
do tensoativo, observou-se também que a proporcdo do aparecimento de necrose foi
proporcional ao aparecimento das alteracBes como: hipertrofia das células epiteliais e a
degeneracéo da hialina leve e severa (Tabela 10).

A dilatacdo dos capilares glomerulares, degeneracdo glomerular, aumento e
diminuigéo do espago da capsula de Bowman (Figura 12b, 12c, 12d, 12¢) foi uma alteragéo
frequente em todos 0s grupos expostos a NPOH e ao tensoativo (Tabela 10). De acordo

com Takashima; Hibyia (1995), a ocorréncia dessa alteracdo se da em condicGes
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patoldgicas devido a alteragbes da lamina basal, e normalmente € acompanhado por
alteracOes dos poddcitos e das células endoteliais, como a hiperplasia. Neste caso, ocorre a
dilatacdo dos capilares do glomérulo, aumentando seu tamanho e consequentemente
levando a diminuicdo do espaco da capsula de Bowman (Figura 12e), em outros casos, 0
glomérulo pode ser pressionado por capilares dilatados, quando ha hiperemia. A hiperemia
foi observada em todos os grupos de exposi¢do a NPOH e com menor frequéncia no grupo
exposto ao tensoativo. A diminui¢do do espaco da capsula de Bowman pode comprometer
0 processo de filtracdo do sangue e toda funcédo renal. No entanto, pode ocorrer 0 oposto e
0 espaco da capsula de Bowman aumentar, essa alteracdo foi observada com pouca
frequéncia nas concentragfes da NPOH e do tensoativo, esse aumento pode ser causado
pela atrofia ou degeneracao glomerular (Figura 12d). Meletti (2003) também observou esse
tipo de alteracdo no rim de S. notomelas expostos a sedimentos industriais. Srivastava
(2006) também registrou padrdo semelhante de alteragdes histologicas no tecido renal de

Channa punctatus expostos ao zinco
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Figura 12. Imagens de D. rerio expostos as diferentes concentraces de exposi¢cdo da NPOH. a)
Rim normal em corte longitudinal de D. rerio. Notar a presenca de um glomérulo (G). O asterisco
mostra o espaco intercapsular. Observar o tecido linfoide (TL), o tibulo contorcido distal (TD), o
tubulo contorcido proximal (TP); b) Rim em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracéo
de 125ug/L do tensoativo. Observar dilatacdo dos capilares glomerulares (seta) e obstrucdo tubular
(*); ¢) Rim em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de 125ug/L NPOH. Observar
0 aumento do espago da capsula de Bowman (*) e degeneracdo da hialina tubular leve (seta); d)
Rim em corte longitudinal de D. rerio exposto a concentracdo de 50ug/L NPOH. Observar o
aumento do espaco da capsula de Bowman (*) resultante da degeneracdo glomerular (seta) e
degeneracgdo da hialina tubular severa (cabega da seta); €) Rim em corte longitudinal de D. rerio
exposto a concentracdo de 35ug/L NPOH. Observar diminuicdo do espaco da capsula de Bowman
(seta), aumento do lamen tubular (*) e desorganizacdo tubular (DT). f) Rim em corte longitudinal
de D. rerio exposto a concentra¢do de 25ug/L NPOH. Observa-se a degeneracdo tubular (seta) e
aumento do lumen tubular. (HE, Spm)
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Tabela 10. Ocorréncia das alteragcdes renais nos grupos expostos as diferentes concentracfes da
NPOH.

Alteragdo  Estagio  125ug/L de 25upg/L de 35ug/L de 50pg/L de 125upg/L
tensoativo NPOH NPOH NPOH de NPOH

PCTL I 86,6 100 100 100 93,3
DHL | 73,3 53,3 0 0 80
HTCT I 33,3 100 100 100 86,6
DesT | 46,6 80 86,6 100 46,6
DesG | 0 6,6 6,6 0 0
AECB I 6,6 33,3 33,3 26,6 13,3
DECB | 66,6 80 60 80 80
DCG I 73,3 80 93,3 66,6 86,6
TR/NN | 0 0 0 0 6,6
DFreqG I 20 13,3 40 26,6 46,6
DilVS I 60 20 46,6 46.6 0
ALumTub | 53,3 93,3 80 86,6 53,3
ObsTub | 60 53,3 33,3 73,3 66,6
DHS I 33,3 93,3 100 100 13,3
DegT 1 46,6 100 100 100 66,6
DegG I 0 46,6 73,3 80 60
DCTub 1 60 100 100 100 93,3
DNTub 1 60 100 100 100 93,3
TLCB I 0 0 20 13,3 33,3
HH 1 60 73,3 100 86,6 93,3
RVS I 6,6 73,3 6,6 40 0
Nec Il 46,6 100 100 100 40

Os numeros representam, em porcentagens, 0 nimero de peixes que apresentaram o dano, do total
de peixes analisados para cada concentracdo (N=15). PCTL= perda do contorno ou contorno
atipico das células do tecido linfoide; DHL= degeneracdo hialina leve; HTCT=hipertrofia das
células tubulares; DesT=desorg. tubular; DesG=desorganizacdo glomerular; AECB=aumento do
espaco da céapsula de Bowman (CB); DECB=diminuicdo do espaco da capsula de Bowman;
DCG=dilatagdo dos capilares glomerulares; TR/NN=ocorréncia de tibulos em regeneracdo ou de
novos néfrons; PAST=presenca de material PAS-positivo nas céls tubulares; DFreqG=diminuicdo
da freq. relativa de glomérulos; DilVS=dilatacdo de vasos sanguineos; ALumTub=aumento do
diam. do ldmen tubular; ObsTub=obstrucdo tubular; DHS=degeneracdo hialina severa;
DT=degeneracéo tubular; DegG=degenera¢do glomerular; DCTub=deg. citoplasmatica das células
tubulares; DNTub=deg. nuclear das céls tubulares; TLCB=tecido linfoide na CB; HH=hiperemia;
RVS=ruptura de vasos sanguineos; Nec=necrose.

A tabela 11 e figura 13 (a, b, ¢) mostram que as concentracdes da NPOH (25, 35 e
50ug/L) ndo causaram alteracdes significativas sobre os rins do D. rerio quando
comparadas com a concentracdo de exposicdo do tensoativo (125ug/L) nem quando
comparadas entre si. Esse resultado deu-se principalmente pela diferenca de tempo que 0s
peixes permaneceram expostos a solucdo da NPOH e ao tensoativo, pois, 0S peixes

expostos as concentragdes mais altas (>50ug/L) da NPOH morreram nas primeiras 3hs de
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exposicdo (Tabela 4) ndo havendo tempo para metabolizagdo da NPOH pelos rins,
diferente das demais concentragdes (<35upg/L) em que grande maioria dos peixes
sobreviveu até o final do experimento (48hs). Srivastava (2006) também registrou padréo
semelhante de alteracfes histoldgicas no tecido renal de Channa punctatus expostos ao
zinco e concluiu que essas alteragdes sdo graves o suficiente para causar prejuizo no
funcionamento do rim.

As alteracdes presentes nos rins do D. rerio expostos as concentracfes de exposi¢ao
da NPOH e do tensoativo apresentaram orgdo com alteracdes de moderadas a graves que
sdo alteracbes amplamente distribuidas pelo 6rgéo.

Tabela 11. Média do indice de alteracdes histoldgicas (IAH) dos Rins de D. rerio para cada
triplicata (N=5/T- N=15/grupo) nas concentra¢des de exposi¢cdo a NPOH.

Triplicatas Branco 125ug/L 25ug/L 35ug/L 50pg/L 125ug/L
Tensoativo NPOH NPOH NPOH NPOH
01 0,0 31,8 53,8 34 33,8 14
02 0,0 31,8 54,2 56 36,2 36
03 0,0 8,2 54,2 55,4 56 33,8
Média 0,0 23,9 54,0 48,4 42 27,9
Erro Médio 0,0 +7,86 10,13 17,23 17,03 16,99
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Figura 13. Efeitos das aplicacGes das diferentes concentragcdes da NPOH (25, 35, 50 e 125ug/L)
sobre os rins do D. rerio. Os pontos representam a média £ EPM de n = 15/grupo. Anova seguida
do teste Tukey-Kramer.



6. CONCLUSAO

A exposic¢do do D. rerio as concentracfes de 25, 35, 50 e 125ug/L da NPOH e de

125ug/L do tensoativo durante 48hs nos permite concluir que:
Quanto aos pardmetros comportamentais:
e As diferentes concentragdes da NPOH provocam alteragcbes comportamentais no

rerio.

Quanto a mortalidade:
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D.

e A concentracdo de 25ug/L da NPOH causou mortalidade em apenas 6% dos peixes que

corresponde a apenas 1 peixe;

e A concentracdo de 35ug/L da NPOH causou mortalidade em 53% dos peixes que

corresponde a 8 peixes;

e As concentracfes de 50 e 100ug/L da NPOH causou mortalidade em 100% dos peixes

EXDOStOS a essas COﬂCEﬂtI’&(}ﬁES;
e A CLso da NPOH é 33,4pg/L;

Quanto aos Pardmetros histoldgicos:

e As concentracfes de 25 e 35ug/L da NPOH causaram maiores danos ao tecido

branquial quando comparados com as demais concentracdes da NPOH (50 e 125ug/L) e

com a concentracdo de 125ug/L do tensoativo;

e As concentragOes de 25, 35 e 50ug/L da NPOH causaram maiores danos ao tecido

hepéatico quando comparados com a concentracdo de 125ug/L do tensoativo, mas sem

alteracdes significativas quando comparadas entre si;

e As concentracfes de 25, 35 e 50ug/L da NPOH néo causaram alteracdes significativas

nos rins quando comparadas com a concentracdo de 125ug/L do tensoativo, nem

quando comparadas entre si;

Assim sendo, a NPOH inclui-se nos padrdes de toxicidade que tém-se observado

para nanoformulacdes de farmacos e xenobioticos.
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